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1 Zusammenfassung 
 
Das Endothel der Blutgefäße reguliert den Stoffaustausch zwischen dem Blut und den um-
liegenden Geweben sowie die Auswanderung von Leukozyten aus dem Blut. Zusätzlich 
sind die Endothelzellen für die Bildung von Blutgefäßen verantwortlich. VE-Cadherin ist 
ein endothelspezifisches Adhäsionsmolekül, das für die Ausbildung und Stabilität der en-
dothelialen Zell-Zellkontakte von zentraler Bedeutung ist.  
Das Ziel der vorliegenden Dissertation war die Identifizierung von VE-Cadherin assoziier-
ten Proteinen, deren Bindungen die Funktionen des Cadherins beeinflussen. Mit Hilfe des 
„yeast two hybrid“-Systems konnte erstmals die „C-terminal-Src-Kinase“ (CSK) als Inter-
aktionspartner von VE-Cadherin identifiziert werden. CSK ist ein Inhibitor der Kinasen 
aus der Src-Familie und wird über seine Bindungsdomänen an die Orte der Src-Aktivitäten 
rekrutiert. In den nachfolgenden biochemischen und immunhistochemischen Analysen 
wurde diese Interaktion bestätigt. Die Bindung der beiden Proteine erfordert die Tyrosin-
Phosphorylierung von VE-Cadherin und erfolgt über die SH2-Bindungsdomäne von CSK. 
Als bindungsrelevantes Phosphotyrosin wurde das Tyrosin685 der zytosolischen VE-
Cadherin-Domäne identifiziert. In der Aminosäuresequenz beinhaltet VE-Cadherin als 
einziges Protein der klassischen Cadherine das CSK-SH2-Bindungsmotiv, so dass die As-
soziation mit CSK offenbar ein VE-Cadherin spezifischer Mechanismus ist. Tatsächlich 
konnte für N-Cadherin keine Bindung an CSK nachgewiesen werden. VE-Cadherin wird 
nicht aktiv über die Kinase CSK phosphoryliert, stattdessen werden die Phosphotyrosine 
über die Bindung der SH2-Domäne vor der Dephosphorylierung geschützt. In funktionel-
len Zellstudien mit CHO-Zellen, die induzierbares CSK zusammen mit VE-Cadherinwt 
oder VE-CadherinY685F exprimierten, konnte nachgewiesen werden, dass die Assoziation 
zwischen VE-Cadherin und CSK die Zellproliferation signifikant reduziert, während die 
Adhäsivität des Cadherins und die Integrität der Zellkontakte nicht beeinflusst werden.  
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2 Einleitung 
 
Nahezu alle Gewebe der Wirbeltiere benötigen zur regulären Funktion die Zufuhr von 
Blut. Dies wird über ein komplexes Blutgefäßsystem gewährleistet. Die größten Blutgefä-
ße sind die Arterien und Venen, die von belastbarem Bindegewebe und mehreren Ringen 
glatter Muskelzellen gebildet werden. Ausgekleidet werden diese Gefäße von dem dünnen, 
einschichtigen Endothel, das der Basalmembran aufliegt. Mit abnehmendem Durchmesser 
der Gefäße werden die Gefäßwände und damit die Menge der Bindegewebs- und Muskel-
zellen reduziert. Die Auskleidung mit Endothelzellen bleibt aber erhalten. So werden die 
feinsten Verästelungen der vaskulären Strukturen, die Kapillaren und Sinusoiden, aus En-
dothelzellen, der darunter liegenden Basalmembran und wenigen bindegewebsartigen Zel-
len, den Perizyten, gebildet. Durch diese einfache Struktur der Kapillaren wird die Versor-
gung der Gewebe erheblich vereinfacht. Dem Endothel unterliegt als Barriere zwischen 
dem Blutstrom und dem umliegenden Gewebe die Kontrolle des Austausches von Sub-
stanzen und Zellen des Immunsystems. Die Stabilität und Integrität des Endothels wird 
über die lateralen Kontaktzonen der einzelnen Endothelzellen und den darin befindlichen 
Adhäsionsmolekülen gewährleistet und gesteuert.  
 
2.1 Neubildung und Erneuerung der vaskulären Strukturen 
Während der frühen embryonalen Entwicklung werden die primären Blutgefäße über den 
Prozess der Vaskulogenese gebildet. Die Endothelzellen entstehen aus den endothelialen 
Stammzellen, den so genannten Angioblasten, die in spezialisierten Blutinseln der meso-
dermalen Zellschicht des Blastozysten lokalisiert sind (Risau and Flamme, 1995). Die dif-
ferenzierten Endothelzellen schließen sich zu einfachen Gefäßen zusammen und bilden den 
primären, vaskulären Plexus (Flamme et al., 1997; Risau, 1997), der an das sich entwi-
ckelnde Herz angeschlossen wird. Nach dem Einsatz des Herzschlags gewährleistet dieses 
System die primäre Blutzirkulation. Mit Hilfe von Signalstoffen aus dem Endothel werden 
in der Folge die Gefäße zunächst mit den Perizyten und anschließend mit den glatten Mus-
kelzellen sowie den Bindegewebszellen umgeben.  
Die Ausbildung des höheren, voll funktionsfähigen, vaskulären Systems und die Neubil-
dung von Gefäßen in ausgewachsenen Geweben erfolgt über die Angiogenese. In diesem 
Prozess werden neue Kapillaren durch Sprossung von Endothelzellen aus bereits vorhan-
denen Gefäßen gebildet (Risau, 1997), so dass im Regelfall jede Zelle ca. 50-100µm von 
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der nächsten Kapillare entfernt ist. Während der Angiogenese entwickeln die Endothelzel-
len Pseudopodien, die in das umgebende Gewebe hineinreichen. Zur Überwindung der 
Basalmembran produzieren die Endothelzellen eine Fülle von Proteasen und Plasminogen-
Aktivatoren (Rabbani, 1998). Die proliferierenden Endothelzellen bilden im Gewebe einen 
Kapillarspross, der vorangetrieben und im hinteren Bereich zu einer Röhre ausgehöhlt 
wird. Die Verlängerung der Kapillare wird bis zum Erreichen anderer Gefäße weiterge-
führt, so dass sich ein funktionelles Gefäßsystem etablieren kann. Ausgelöst wird dieser 
Prozess durch verschiedene Wachstumsfaktoren. An erster Stelle ist hier der „vaskular 
endothelium growth factor“ (VEGF) zu nennen, der aus den umliegenden Zellen freige-
setzt wird (Terman and Dougher-Vermazen, 1996). VEGF ist spezifisch für das Endothel 
und zur Ausbildung der Blutgefäße erforderlich (Dvorak et al., 1999; Eriksson and Alitalo, 
1999; Ferrara, 1999). Ein Auslöser der VEGF-Freisetzung sind hypoxische Signale (Dor 
and Keshet, 1997), die bei Unterversorgung des Gewebes mit Sauerstoff auftreten. Die 
Bildung von VEGF wird u.a. bei pathologischer Neubildung von Gefäßen beobachtet. Eine 
erhöhte Expression des Faktors konnte bei der Arteriosklerose (Dor and Keshet, 1997), bei 
der myocardialen Ischämie (Kuzuya et al., 1995) sowie bei der Ausbildung von Tumoren 
(Plate and Risau, 1995) nachgewiesen werden. Aber auch bei der Wundheilung und der 
Regeneration von verletzten Gefäßen wird der Wachstumsfaktor gebildet (Frank et al., 
1995). VEGF wird von den Endothelzellen über Rezeptoren erkannt (Terman and Doug-
her-Vermazen, 1996) und induziert eine Reihe von Zellantworten. So führt die Stimulation 
mit VEGF zur Modulation der Zell-Zellkontakte sowie zur Expression von Proteasen. Zu-
sätzlich steigert dieser Faktor die Zellproliferation und wirkt antiapoptotisch auf Endothel-
zellen (Dvorak et al., 1995; Ferrara and Davis-Smyth, 1997; Klagsbrun and D'Amore, 
1996). VEGF ist ein wichtiger Bestandteil bei der Regulation der Angiogenese, allerdings 
sind neben diesem Wachstumsfaktor noch eine Reihe anderer Faktoren an dem Prozess 
beteiligt. Für den „fibroblast growth factor“ (FGF) konnte z.B. eine synergistische Wir-
kung zu VEGF gezeigt werden (Goto et al., 1993; Pepper et al., 1992), während der „plate-
let derived growth factor BB" (PDGF-BB) die Endothel unterstützenden Perizyten anlockt 
(Hirschi and D'Amore, 1997) und für die weitere Gefäßentwicklung notwendig ist.   
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2.2 Die Bildung funktioneller Strukturen über Zellkontakte  
Bei der Entwicklung komplexer Organismen ist die Abgrenzung der einzelnen Organe zur 
Schaffung lokaler Reaktionsräume zwingend notwendig. Die Organe setzen sich aus einer 
Vielzahl unterschiedlicher Gewebe zusammen. Die wesentlichen Gewebe von Wirbeltieren 
sind das Blut, die Lymphe sowie die Muskel-, Nerven-, Drüsen,- Epithel- und Bindegewe-
be (Alberts et al., 2004). Die Ordnung innerhalb der Gewebe wird über die Art und Weise 
des Zusammenhaltes der einzelnen Zellen geschaffen, die auf zwei allgemeinen Grund-
prinzipien beruhen: Ein Prinzip ist die Stabilisierung mit Hilfe der extrazellulären Matrix, 
in deren sezernierten Makromolekülen und Polymeren die Zellen eingebettet vorliegen. 
Ein typisches Gewebe, das überwiegend diese Art der Organisation aufweist, ist das Bin-
degewebe. Es besteht aus einer großen Menge an faserförmigen Polymeren und nur weni-
gen darin verteilten Zellen, die kaum Zell-Zellkontakte knüpfen. Die Bildung von Zell-
Zellkontakten ist das zweite Stabilisierungsprinzip. Neben gut ausgebildeten Kontakten 
wird die Stabilität zusätzlich durch zugkräftige intrazelluläre Protein-Filamente gewähr-
leistet, die an den Kontaktzonen verankert sind. Dieses Prinzip ist besonders in Epithelien 
ausgeprägt, deren extrazelluläre Matrix sich auf die Ausbildung der Basallamina be-
schränkt.  
Sowohl die Epithelien als auch die Endothelien des Blutgefäßsystems bilden Zellschichten, 
die Gewebeoberflächen gegenüber Hohlräumen durch nahezu lückenlose Auskleidung 
abgrenzen (Alberts et al., 2004). Diese Barriere verhindert den unkontrollierten Austausch 
von Wasser, gelöstem Material und Zellen zwischen den Hohlräumen und den angrenzen-
den Geweben. Allerdings ist neben der Aufrechterhaltung der Barriere auch der selektive 
Austausch von Substanzen und Zellen für den Lebenserhalt von Geweben notwendig. Als 
Beispiel ist hier die Versorgung der Gewebe mit Nährstoffen, Sauerstoff und Zellen des 
Immunsystems sowie der Abtransport von Stoffwechselprodukten über das Blut zu nen-
nen. Die Aufgabe des selektiven Transportes wird in den Epithelien und den Endothelien 
über zwei Wege erfüllt: Einerseits können Substanzen aktiv mit Hilfe von Vesikeln von 
der apikalen Seite der Zellen zu der basalen Seite transportiert werden (transzellulärer 
Weg) (Schnitzer, 1993). Andererseits kann der Transport zwischen den Zellen erfolgen 
(parazellulärer Weg) (Dejana et al., 1995), der eine komplexe Regulation der Zellkontakte 
erfordert. Die Struktur der Zellkontakte soll nun im Weiteren näher erläutert werden. 
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2.2.1 Die Komponenten der Zellkontakte in Epithelien und Endothelien 
Die Bildung und Aufrechterhaltung der Zellkontakte wird durch eine Reihe von trans-
membranen Adhäsionsproteinen in den Kontaktzonen organisiert, die an zytosolische 
Struktur- und Regulatorproteine und Komponenten des Zytoskeletts gekoppelt sind 
(Gumbiner, 1996). Grundlegend für die Knüpfung der Kontakte ist die Assoziation der 
Transmembranproteine, die mit Proteinen der Nachbarzellen reißverschlussähnliche Struk-
turen ausbilden und darüber den Zell-Zellkontakt herstellen (Gumbiner, 2000; Shapiro et 
al., 1995; Takeichi, 1990). Anhand ihrer Struktur, Funktion und Lokalisierung werden die 
Kontakte in verschiedene Typen klassifiziert, die in drei funktionelle Klassen eingeteilt 
werden können (Alberts et al., 2004):  
 
1. Die abdichtenden Verbindungen bilden die primäre Diffusionsbarriere, deren Durchläs-
sigkeit für den Stoffaustausch reguliert werden kann. Zu dieser Art der Verbindungen ge-
hören die „tight junctions“, die auch als „Zonula Occludens“ bezeichnet werden (Anderson 
and Van Itallie, 1995b; Diamond, 1977; Gumbiner, 1987; Schneeberger and Lynch, 1992; 
Tsukita et al., 1996).  
 
2. Die Ankerverbindungen werden in Zell-Zellkontakten und Zell-Matrix-Kontakten ge-
knüpft und sind an der Aufrechterhaltung der Stabilität der Zellverbände beteiligt. In den 
„adherence junctions“ („Zonulae Adherens“), die in Zell-Zellkontakten ausgebildet wer-
den, und in den fokalen Adhäsionskontakten der Zell-Matrix-Kontaktzonen sind die zyto-
solischen Domänen der Kontaktproteine mit den Aktin-Filamenten des Zytoskeletts assozi-
iert (Burridge et al., 1988; Dejana, 1996; Farquhar and Palade, 1963; Geiger et al., 1985). 
Die Bindung der Ankerproteine an die Intermediär-Filamente liegt in den Desmosomen der 
Zell-Zellkontakte und den Hemidesmosomen der Zell-Matrix-Kontakte vor (Garrod, 
1986).  
 
3. Kommunizierende Verbindungen gewährleisten den lateralen Durchtritt von chemischen 
und elektrischen Signalen von Zelle zu Zelle und werden über die „gap junctions“ gebildet 
(Pitts and Finbow, 1986).  
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2.2.1.1 Die „Tight Junctions“ 
Die „tight junctions“ sind in polarisierten Epithelzellen im apikalen Bereich der Kontakt-
zonen lokalisiert und räumlich von den „adherence junctions“ getrennt (Abbildung 1). In 
Endothelien können die „tight junctions“ auch basal verschoben sein und gemischt mit den 
„adherence junctions“ auftreten (Anderson and Van Itallie, 1995a). Bei der Verwendung 
der Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie in Epithelzellen des Dünndarms zeigen die „tight 
junctions“ ein dichtes Netzwerk verzweigter Stränge (Alberts et al., 2004). Ihre Funktion 
liegt im Aufbau und Erhalt der Diffusionsbarriere, indem sie die lateralen Kontaktbereiche 
der Endothelzellen gegenüber dem äußeren Lumen der Gefäße abdichten (Lampugnani and 
Dejana, 1997). Allerdings erlauben die „tight junctions“ eine selektive Permeabilität ge-
genüber Proteinen verschiedener Größe und Ladung (Gumbiner, 1993). In den Endothelien 
der Blutgefäße wird die Ausbildung der „tight junctions“ an die Notwendigkeit der Kon-
trolle der Permeabilität des Endothels gekoppelt. In der Blut-Hirn-Schranke und in den 
großen Arterien sind die „tight junctions“ gut ausgeprägt und erlauben im Gehirn eine 
strikte Kontrolle des Stoffaustausches zwischen Blut und Gewebe (Anderson and Van Ital-
lie, 1995b). In den postkapillären Venolen hingegen, in denen vornehmlich die Extravasa-
tion der Leukozyten stattfindet, sind die „tight junctions“ entweder stark reduziert oder gar 
nicht vorhanden (Simionescu et al., 1975; Simionescu et al., 1976; Simionescu and Simio-
nescu, 1991). Dieses ermöglicht den Immunzellen die Einwanderung ins Gewebe und er-
leichtert die Versorgung der Gewebe mit den lebensnotwendigen Substanzen. 
Die „tight junctions“ sind aus Transmembranproteinen und einer Reihe zytosolischer Pro-
teine zusammengesetzt. Bis jetzt wurden die Transmembranproteine Occludin, die Familie 
der Claudins und JAM-1, in den „tight junctions“ identifiziert (Bazzoni et al., 1999; Gum-
biner, 1993; Mitic and Anderson, 1998). Während die Aufrechterhaltung der Diffusions-
barriere den Proteinen aus der Familie der Claudins zugeschrieben wird (Balda et al., 1996; 
Furuse et al., 1993; McCarthy et al., 1996), scheint Occludin an der Ausbildung der „tight 
junctions“ beteiligt zu sein (Furuse et al., 1998a; Furuse et al., 1998b). Für das Protein 
JAM-1 wird eine Funktion in der Regulation der Extravasation von Leukozyten aus dem 
Blutstrom vermutet. Intrazellulär binden die Transmembranproteine über ihre zytosoli-
schen Domänen an die Proteine ZO-1, ZO-2, ZO-3, Cingulin und AF-6 bzw. ASIP (Ebnet 
et al., 2004; Tsukita et al., 2001). ZO-1 und ZO-2 können direkt mit den Aktin-Filamenten 
des Zytoskeletts assoziiert sein (Fanning and Anderson, 1998; Itoh et al., 1999) und stellen 
somit als kreuzvernetzende Proteine die Verbindung zwischen den „tight junctions“ und 
dem Zytoskelett her (Itoh et al., 1997). 
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2.2.1.2 Die Desmosomen und die „Complexi Adhaerentes“  
In Epithelien stabilisieren die Desmosomen die interzelluläre Adhäsion und sorgen für eine 
hohe mechanische Stabilität der Zellschicht. Die Transmembranproteine Desmoglein und 
Desmocollin (Schwarz et al., 1990), die zu der Superfamilie der Cadherine gezählt werden, 
binden intrazellulär an die Proteine Desmoplakin I und II, Plakoglobin und die Proteine der 
Plakophilin-Familie. Diese sind wiederum mit den zugkräftigen Fasern der Keratin-
Filamente verbunden (Schmidt et al., 1994). 
Im Gegensatz zu den Epithelien werden im Endothel die klassischen Desmosomen nicht 
ausgebildet. Stattdessen werden dort ähnliche Strukturen gebildet, die als „Complexi Ad-
haerentes“ bezeichnet werden (Schmelz and Franke, 1993; Schmelz et al., 1994). In diesen 
Strukturen liegen das desmosomale Protein Desmoplakin mit dem endothelialen Trans-
membranprotein VE-Cadherin und den zytosolischen Proteinen Plakoglobin und Vimentin 
assoziiert vor (Lampugnani and Dejana, 1997; Valiron et al., 1996).  
 
2.2.1.3 Die „Adherence Junctions“ 
Basal von den „tight junctions“ befinden sich die „adherence junctions“, die den so ge-
nannten Adhäsionsgürtel entlang der Zellen ausbilden (Farquhar and Palade, 1963). In den 
Endothelien der postkapillären Venolen sind diese „junctions“ die dominierenden Kompo-
nenten der Zell-Zellkontakte. Während der Zellproliferation sind die „adherence junctions“ 
die ersten geknüpften Zellkontakte und beteiligen sich an der Ausbildung der Zellpolarität. 
Einige der Bausteine dieser „junctions“ sind auch an wichtigen Wegen der Signalleitung 
beim Zellwachstum, der Zelldifferenzierung und der Proliferation beteiligt (Eastman and 
Grosschedl, 1999; Lampugnani et al., 2003; Novak and Dedhar, 1999; Simcha et al., 
2001).  
Der interzelluläre Kontakt zwischen den Zellen wird in den „adherence junctions“ über die 
transmembranen Adhäsionsproteine aus der Superfamilie der Cadherine vermittelt (Boller 
et al., 1985). In Epithelien wurde das Adhäsionsprotein E-Cadherin als Zellkontakt ausbil-
dendes Protein identifiziert (Vestweber and Kemler, 1985), während in den Endothelzellen 
diese Aufgabe von VE-Cadherin übernommen wird (Dejana, 1996; Dejana et al., 1995). 
Intrazellulär sind die Cadherine mit den Proteinen ß-Catenin, Plakoglobin (γ-Catenin) und 
p120ctn aus der Familie der Armadillo Proteine assoziiert (Carmeliet et al., 1999; Hulsken 
et al., 1994; Miller and Moon, 1996; Pfeifer, 1995; Takeichi, 1990). 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung ausgewählter Proteinkomplexe der endothelialen 
Zell-Zellkontakte.  
 
 
ß-Catenin und Plakoglobin sind im Gegensatz zu p120ctn in der Lage α-Catenin zu binden, 
welches wiederum mit den Aktin-Filamenten des Zytoskeletts assoziiert (Daniel and Rey-
nolds, 1995). 
 
2.2.1.4 Adhäsionsproteine der Zell-Zellkontakte ohne strukturelle Zuordnung 
Neben den definierten Komponenten der Zellkontakte sind auch einzelne transmembrane 
Adhäsionsproteine in den Zell-Zellkontakten lokalisiert.  
Ein bislang intensiv untersuchtes Adhäsionsprotein des Endothels ist PECAM-1 („platelet 
endothelial cell adhesion molecule-1“), das zur Superfamilie der Immunoglobuline gehört 
(DeLisser et al., 1994) und  homophile, interzelluläre Kontakte ausbildet (Telo et al., 
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1997). In subkonfluenten Endothelzellen ist PECAM-1 diffus über die Zellmembranen 
verstreut und wird nach der Ausbildung der Zell-Zellkontakte in diesen konzentriert 
(Matsumura et al., 1997). PECAM-1 scheint in Endothelien an der Signalweiterleitung 
während der Angiogenese, der Wundheilung und der Extravasationskontrolle von Leuko-
zyten beteiligt zu sein (Muller et al., 1993; Newman et al., 1990; Vaporciyan et al., 1993). 
In seiner zytosolischen Domäne besitzt PECAM-1 zwei ITIM-Motive („immunoreceptor 
tyrosine-based inhibitory motifs“) (Cambier, 1997; Vivier and Daeron, 1997), deren Tyro-
sine nach der Stimulation phosphoryliert werden. Auslöser dieser Phosphorylierung sind 
Scherkräfte des Blutstroms (Osawa et al., 1997), Aggregation des IgE-Rezeptors (Sagawa 
et al., 1997b) und die homophile Aggregation des PECAM-1 (Varon et al., 1998). An die 
aktivierten ITIM-Motive assoziieren intrazelluläre Lipid- und Protein-Tyrosin-Phos-
phatasen mit Hilfe der src-homologen Bindungsdomänen (SH-Domänen). Nachfolgend 
inhibieren die Phosphatasen die über Tyrosin-Kinasen vermittelte Signalweiterleitung 
durch die Dephosphorylierung ihrer Substrate. Für PECAM-1 wurde die Interaktion mit 
den Phosphatasen SHIP, SHP-1 und SHP-2 über die ITIM-Motive nachgewiesen (Cao et 
al., 1998; Hua et al., 1998; Jackson et al., 1997; Pumphrey et al., 1999; Sagawa et al., 
1997a). Weitere intrazelluläre Bindungspartner von PECAM-1 sind phosphoryliertes ß-
Catenin (Ilan et al., 1999; Matsumura et al., 1997) und Tyrosin-Kinasen aus den Familien 
der Src- und CSK-Kinasen (Cao et al., 1998). Neben PECAM-1 konnten noch weitere Ad-
häsionsproteine, wie z.B. CD34 (Baumhueter et al., 1994), CD99 (Schenkel et al., 2002) 
oder VE-Cadherin-2 (Telo et al., 1998), außerhalb der „tight“ oder „adherence junctions“ 
in den Zell-Zellkontakten nachgewiesen werden.  
 
2.2.2 Die Beteiligung VE-Cadherins an der Extravasation immunrelevanter Zellen  
Die Regulation der Integrität des Endothels ist die Grundlage für eine Reihe biologischer 
Prozesse. Ein wichtiger Vorgang, an dem das Endothel direkt beteiligt ist, stellt die Aus-
wanderung von Leukozyten des Immunsystems aus dem Blut in entzündete Gewebe bzw. 
in die sekundären Lymphorgane (Extravasation) dar. Die Extravasation wird über Zellad-
häsionsmoleküle und Signalmoleküle der Leukozyten und der Endothelzellen (Panes and 
Granger, 1998; Vestweber and Blanks, 1999) vermittelt, die in koordinierter Reihenfolge 
gebildet und präsentiert werden. Diese geordnete Folge wird auch als Adhäsionskaskade 
bezeichnet (Butcher, 1991; Springer, 1995). Im letzten Schritt dieser Kaskade erfolgt die 
Transmigration der Leukozyten durch das Endothel ins Gewebe. Der genaue Mechanismus 
der Transmigration ist bisher ungeklärt. Viele Studien favorisieren den parazellulären Weg
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der Leukozyten, der zwischen den einzelnen Endothelzellen verläuft (Burns et al., 1997; 
Johnson-Leger et al., 2000), gegenüber dem transzellulären Weg, der die Leukozyten 
durch die einzelne Endothelzelle leitet (Feng et al., 1998). Der parazelluläre Weg setzt die 
Öffnung und Schließung der Zellkontakte zwischen den Endothelzellen voraus, die die 
Extravasation ermöglichen. Das dominante Adhäsionsmolekül, das in den postkapillären 
Venolen die Zell-Zellkontakte der Endothelzellen ausbildet, ist VE-Cadherin. Bis jetzt 
konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass die von VE-Cadherin vermittelten Kon-
takte die Barriere für die Leukozyten-Extravasation darstellen: Die Blockierung der trans-
Dimerisierung von VE-Cadherin und der Ausbildung der Kontakte mit Hilfe von mo-
noklonalen Antikörpern führt zu einer erhöhten Auswanderung von neutrophilen Granulo-
zyten in entzündete Peritonei (Gotsch et al., 1997). Während der Transmigration der Leu-
kozyten wird VE-Cadherin kurzfristig aus den Zell-Zellkontakten entfernt. Dies konnte in 
HUVEC-Zellen mit Hilfe einer Echtzeitbildaufnahme von der Verteilung eines VE-
Cadherin-GFP Fusionsproteins gezeigt werden (Shaw et al., 2001). Zusätzlich konnte eine 
erhöhte vaskuläre Permeabilität durch die Behandlung mit VE-Cadherin-Antikörpern im 
Herzen und in der Lunge nachgewiesen werden (Corada et al., 1999). Neben der direkten 
Öffnung der Zell-Zellkontakte durch die migrierenden Leukozyten kann deren Integrität 
auch über vasoaktive Substanzen reguliert werden. Diese Mediatoren werden von aktivier-
ten Leukozyten zur Rekrutierung weiterer immunrelevanter Zellen sezerniert und erhöhen 
die Permeabilität des Endothels. Histamin und Thrombin nehmen z.B. Einfluss auf den 
Cadherin-Catenin-Komplex der „adherence junctions“. Während Thrombin die Dissoziati-
on der Catenine von VE-Cadherin fördert (Rabiet et al., 1996), steigert Histamin den 
Phosphorylierungsgrad von VE-Cadherin und ß-Catenin (Andriopoulou et al., 1999). Unter 
dem Einfluss von TNF-α („tumor necrosis factor-α“) und IFN- γ (Interferon-γ) erfolgt eine 
Umverteilung von VE-Cadherin aus den Kontakten (Wong et al., 1999). 
 
2.2.3 Die Beteiligung VE-Cadherins an dem Aufbau vaskulärer Strukturen  
Neben der Teilnahme von VE-Cadherin an der Transmigration von Leukozyten ist dieses 
Adhäsionsprotein an der Bildung von vaskulären Strukturen beteiligt. VE-Cadherin wird 
schon frühzeitig während der embryonalen Entwicklung (Tag 7,5) gebildet und liegt zu 
diesem Zeitpunkt in den mesodermalen Zellen des Dottersack-Mesenchyms vor. In der 
späteren Entwicklung ist die Expression von VE-Cadherin auf die peripheren Schichten 
der Blutinseln beschränkt, aus denen sich die Endothelzellen differenzieren (Breier et al., 
1996). Embryonen der Maus, die für VE-Cadherin defizient sind oder ein verkürztes VE-
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Cadherin exprimieren, das keine Assoziation mit den Cateninen und dem Zytoskelett ein-
gehen kann, sind nicht überlebensfähig und sterben am Tag 9,5 der Schwangerschaft 
(Carmeliet et al., 1999; Gory-Faure et al., 1999). Die lockere Zusammenlagerung der En-
dothelzellen im vaskulären Plexus während der Vaskulogenese wird zunächst nicht beein-
flusst, dafür unterbleibt die darauf folgende Umgestaltung und Reifung des Endothels auf-
grund einer erhöhten Apoptoserate der Endothelzellen. Durch die Expression des verkürz-
ten VE-Cadherins oder der vollständigen Inhibition seiner Expression wird die Signalwei-
terleitung über den VEGF-R2 nach dem Stimulus mit dem Wachstumsfaktor VEGF unter-
bunden. Diese Befunde wurden so gedeutet, dass VE-Cadherin in dem Prozess der Vasku-
logenese nicht die direkte Adhäsion der Endothelzellen vermittelt sondern an dem Signal-
weg von VEGF beteiligt ist. Dieser gewährleistet das Überleben der Zellen und reguliert 
die Apoptose negativ (Carmeliet et al., 1999). Allerdings konnten Gory-Faure et al. durch-
aus Defekte bei der Kontaktausbildung von Endothelzellen beobachten (Gory-Faure et al., 
1999). Passend dazu konnte mit Hilfe von „embryonalen Körperchen“ („embryoid bodies“, 
EB), die aus VE-Cadherin defizienten Stammzellen hergestellt wurden, belegt werden, 
dass die adhäsiven Fähigkeiten von VE-Cadherin zur Aggregation der Endothelzellen und 
Ausbildung von vaskulären Strukturen notwendig sind. Im Gegensatz zu EBWild-Typ bleiben 
die Endothelzellen in den VE-Cadherin (-/-) EBs vereinzelt und bilden keine höheren 
vaskulären Strukturen aus (Vittet et al., 1997). Die molekularen Prozesse, über die VE-
Cadherin an diesen komplexen Vorgängen beteiligt sein könnte, sollen nun im Folgenden 
näher erläutert werden. 
 
2.2.4 Der Aufbau des Cadherin-Catenin-Komplexes 
Die grundlegenden Bausteine der „adherence junctions“ sind die Adhäsionsproteine aus 
der Superfamilie der Cadherine, zu denen VE-Cadherin gehört. Diese Superfamilie wird in 
sechs Klassen untergliedert, die sich in der Zusammensetzung der Proteindomänen und der 
genomischen Organisation unterscheiden. Neben den ursprünglich gefundenen klassischen 
Cadherinen (Typ I) (Tanihara et al., 1994), zu denen E-, N-, R- und P-Cadherin gezählt 
werden, wurden in den folgenden Jahren weitere Cadherine identifiziert. Den untypischen 
Cadherinen (Typ II) (Tanihara et al., 1994) wird u.a. das endotheliale VE-Cadherin zuge-
ordnet. Das Unterscheidungsmerkmal zwischen beiden Subfamilien ist die Ausbildung der 
konservierten His-Ala-Val Zelladhäsions-Erkennungssequenz in der ersten Cadherin-
Domäne (Tanihara et al., 1994), die nur in den klassischen Cadherinen vorliegt (Nollet et 
al., 2000). Während die Cadherine des Typs I untereinander eine größere Homologie in der 
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Proteinsequenz aufweisen (68%-78% in der ersten Cadherin-Domäne im Vergleich zu E-
Cadherin), ist die Homologie der Typ II-Cadherine zu denen des Typs I geringer (43%-
50% der ersten Cadherin-Domäne im Vergleich zu E-Cadherin). Im Übrigen sind die gene-
rellen Strukturen der Proteine in beiden Subfamilien ähnlich (Nollet et al., 2000), und Ver-
treter beider Subfamilien sind in den „adherence junctions“ verschiedener Zelltypen lokali-
siert (Boller et al., 1985). In neueren Publikationen werden die Cadherine des Typs I und II 
auch als klassische Cadherine bezeichnet (Vestweber, 2000). Auf die anderen vier Subfa-
milien, in denen z.B. die desmosomalen Cadherine (Desmocolline und Desmogleine) oder 
die Protocadherine zusammengefasst werden, soll hier nicht weiter eingegangen werden.  
Die klassischen Cadherine (Typ I und II) sind einsträngige Transmembranproteine (Typ I). 
Sie bestehen aus einer transmembranen, einer extrazellulären und einer intrazellulären 
Domäne. Die extrazelluläre Domäne ist aus fünf konservierten Cadherin-Domänen zu-
sammengesetzt, die in Abhängigkeit von Ca2+-Ionen die adhäsiven Fähigkeiten der Protei-
ne vermitteln. Die Ca2+-Bindungsstellen sind jeweils in den Grenzbereichen zwischen den 
Cadherin-Domänen lokalisiert und gewährleisten nach der Ionenbindung eine stäbchenar-
tige Form der Cadherine, die sie über die Oberfläche der Zellen erheben. Das Funktions-
modell der Cadherine basiert auf einer lateralen Assoziation von zwei Molekülen in der 
cis-Konformation und der Ausbildung von Cadherin-Dimeren (Yap et al., 1997). Ausge-
hend von diesen Dimeren interagieren die Cadherine zweier benachbarter Zellen in den 
„adherence junctions“ über homophile Interaktionen in trans-Konformation und bilden 
reißverschlussähnliche Strukturen. Für E-Cadherin konnte gezeigt werden, dass sowohl die 
Dimerisierung als auch die interzellulären Interaktionen in trans-Stellungen von der vor-
liegenden Ca2+-Konzentration abhängen. Mit einer zunehmenden Kalziumkonzentration  
dimerisieren die Cadherine zunächst in cis-Konformation, gefolgt von der Ausbildung der 
trans-Bindung zu den Nachbarzellen. Diese Abhängigkeit ermöglicht die physiologische 
Regulation der Bindungen über den externen Kalziumgehalt (Pertz et al., 1999). 
Die intrazellulären Domänen der klassischen Cadherine weisen zwei konservierte Regio-
nen auf. C-terminal von der transmembranen Domäne befindet sich die membranproxima-
le, konservierte Domäne (MPCD), die u.a. die Bindung an p120ctn vermittelt. Im Gegensatz 
zu den anderen Cadherinen, wie z.B. N- oder E-Cadherin, ist diese Sequenz in VE-
Cadherin weniger stark konserviert, beinhaltet aber dennoch die p120ctn-Bindungsstelle 
(Breviario et al., 1995). Die Bindungssequenzen für ß-Catenin und γ-Catenin sind inner-
halb des VE-Cadherins in den letzten 83 Aminosäuren der zytosolischen Domäne lokali-
siert (Nollet et al., 2000).  
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Für die Struktur des VE-Cadherin-Catenin-Komplexes können in einem vereinfachten 
Modell zwei Zustände definiert werden: In vereinzelten Zellen ist VE-Cadherin über die 
gesamte Zellmembran verteilt und wird mit zunehmender Konfluenz in die neu zu bilden-
den „adherence junctions“ rekrutiert. Solange diese noch nicht vollständig ausgereift sind, 
ist VE-Cadherin mit ß-Catenin und p120ctn assoziiert. Mit zunehmender Konfluenz und 
Stabilität der „junctions“ dissoziiert p120ctn aus diesem Komplex, während ß-Catenin 
durch γ-Catenin ersetzt wird (Lampugnani et al., 1997; Lampugnani et al., 1995). Entspre-
chend der Rekrutierung in den Komplex zu unterschiedlichen Konfluenzstadien, können 
p120ctn, ß-Catenin und γ-Catenin verschiedene Aufgaben zugeschrieben werden. p120ctn 
kann im Gegensatz zu den Cateninen in diesem Komplex weder direkt noch indirekt mit 
den Aktin-Filamenten assoziieren und ist deshalb nicht an der Stärkung der Zell-
Zellkontakte der ausgereiften „junctions“ beteiligt. Stattdessen ist p120ctn für die Stabilisie-
rung von VE-Cadherin an der Membran verantwortlich, in dem es die Internalisation und 
Degradation das Cadherins reguliert (Xiao et al., 2003). Über die Catenine wird VE-
Cadherin mit dem Zytoskelett verbunden. Sowohl ß-Catenin als auch γ-Catenin binden an 
α-Catenin, das wiederum entweder direkt oder über Vinculin oder α-Actinin mit dem F-
Aktin-Zytoskelett assoziiert ist (Imamura et al., 1999; Knudsen et al., 1995; Rimm et al., 
1995) und darüber die Zell-Zellkontakte verstärkt. Wird die Assoziation der Catenine zu 
VE-Cadherin durch die Deletion der Bindungsstellen unterbunden, ist dieses Cadherin, im 
Gegensatz zu E- und N-Cadherin (Hirano et al., 1992; Ozawa et al., 1989; Ozawa et al., 
1990), weiterhin in der Lage, die frühen Stadien der adhäsiven Zellkontaktbildung zu ver-
mitteln. Die Stabilität der „junctions“ und der Aufbau der Permeabilitätsbarriere des Endo-
thels wird jedoch erheblich reduziert (Navarro et al., 1995). Demnach scheinen die Cateni-
ne keinen Einfluss auf die initiale Bildung der VE-Cadherin vermittelten Zell-Zellkontakte 
auszuüben, sie sind allerdings für die Stärkung der „adherence junctions“ und den Aufbau 
der Permeabilitätsbarriere notwendig. 
 
2.2.5 Die Regulation des Cadherin-Catenin-Komplexes 
Der Regulation der Adhäsivität von Cadherinen und der Funktion des Cadherin-Catenin-
Komplexes können bislang drei Mechanismen zugrunde gelegt werden. Diese sind mitein-
ander gekoppelt und beeinflussen sich häufig gegenseitig, so dass sie als vereinfachte 
Grundprinzipien angesehen werden sollten: 1. Die Zusammensetzung des Komplexes aus 
den einzelnen Komponenten (die bereits in Abschnitt 2.2.4 erläutert wurde); 2. Die Kopp-
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lung des Komplexes an das Zytoskelett; 3. Die Regulation des Phosphorylierungsgrades 
der einzelnen Komplex-Komponenten. 
 
2.2.5.1 Die Einflussnahme des Zytoskeletts auf die Funktion des Cadherin-Catenin-
Komplexes 
Einer der möglichen Regulationswege könnte über die Kopplung des Komplexes an das 
Zytoskelett erfolgen. Bislang konnten die kleinen GTPasen Rac, Rho und Cdc42 als betei-
ligte Proteine bei der Cadherin vermittelten Adhäsion identifiziert werden (Kaibuchi et al., 
1999). Dieser Typ der GTPasen nimmt an der Organisation des Zytoskeletts teil und regu-
liert u.a. die Aktin-Membran-Interaktionen (Hall, 1998). Die Überexpression von konstitu-
tiv aktiviertem Rac führt zu einer erhöhten Akkumulierung von E-Cadherin, ß-Catenin und 
Aktin in den Zell-Zellkontakten (Braga et al., 1997; Takaishi et al., 1997). Sowohl durch 
Tiam-1, einem Nukleotidaustauschfaktor von Ras, der in den „adherence junctions“ von 
MDCK-Zellen lokalisiert ist, als auch durch konstitutiv aktiviertes Ras wird während der 
Zellaggregation die Adhäsivität von E-Cadherin gesteigert (Hordijk et al., 1997). Die Bin-
dung von IQGAP1, einem Effektor von Cdc42 und Rho an den Cadherin-Catenin-
Komplex, führt zur Dissoziation von α-Catenin aus den „junctions“. Nachfolgend verlieren 
diese die Assoziation an das Zytoskelett, so dass die Zelladhäsion geschwächt wird. Cdc42 
und Rac1 verhindern wiederum die Anbindung von IQGAP1 und stabilisieren die „adhe-
rence junctions“ (Gumbiner, 2000). Allerdings konnte über die Blockierung der kleinen 
GTPasen Rho und Rac ein Einfluss dieser Proteine auf die Funktion der endothelialen „ad-
herence junctions“ nicht nachgewiesen werden (Braga et al., 1999). 
 
2.2.5.2 Die Regulation des Cadherin-Catenin-Komplexes über die Phosphorylierung  
Ein allgemeines Grundprinzip bei der Regulation der Aktivität von Proteinen und Enzy-
men ist die Phosphorylierung von spezifischen Seitenketten der Aminosäuren Tyrosin, 
Serin und Threonin. Auch in der Regulation der Stabilität der Zell-Zellkontakte ist dieses 
Prinzip verwirklicht (Daniel and Reynolds, 1997). Die Adhäsivität von VE-Cadherin und 
der Zusammensetzung des Cadherin-Catenin-Komplexes korreliert mit dem Phosphorylie-
rungsgrad der Tyrosine einzelner Komplexkomponenten, und dieser ändert sich entspre-
chend der biologischen Funktionen.  
Während der Proliferation von Endothelzellen in Kultur nimmt die Zelldichte Einfluss auf 
die Tyrosin-Phosphorylierung des Komplexes. In subkonfluenten Zellen, in denen VE-
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Cadherin mit p120ctn und ß-Catenin assoziiert vorliegen, sind die einzelnen Komponenten 
relativ stark phosphoryliert. Je länger sich die Zellen im konfluenten Zustand befinden, in 
dem die „adherence junctions“ reifen und die Assoziation von VE-Cadherin zu γ-Catenin 
zunimmt, desto stärker wird die Tyrosin-Phosphorylierung der Komponenten reduziert 
(Lampugnani et al., 1997). Damit übereinstimmend konnte in mehreren Studien gezeigt 
werden, dass mit zunehmender Phosphorylierung des Komplexes die Adhäsivität der Cad-
herine und die Stabilität der „junctions“ in Epithelien reduziert werden, während die Per-
meabilität der Zellschichten ansteigt (Behrens et al., 1993; Hoschuetzky et al., 1994). Für 
E-Cadherin konnte ein weiterer Regulationsmechanismus der Adhäsivität auf der Basis der 
Tyrosin-Phosphorylierung identifiziert werden. Kürzlich wiesen Fujita et al. nach, dass die 
c-Cbl-zugehörige E3-Ligase Hakai mit Tyrosin phosphoryliertem E-Cadherin assoziiert 
und dieses über die Ubiquitinierung zur Degradation in den Proteasomen markiert (Fujita 
et al., 2002). Aus der Entfernung der Adhäsionsmoleküle aus den „junctions“ resultiert die 
Destabilisierung der Zell-Zellkontakte. 
Wie auch in anderen phosphorylierungsabhängigen Systemen erfolgt die Einstellung der 
Tyrosin-Phosphorylierung der Cadherin-Catenin-Komplexe über ein komplexes Zusam-
menspiel aus Kinasen und Phosphatasen. Beide Enzymgruppen werden anhand ihrer Funk-
tion und der Lokalisierung in zwei Unterfamilien aufgeteilt. Die zytosolischen Protein-
Tyrosin-Kinasen (TK) bzw. Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP) liegen frei innerhalb des 
Zytosols vor und werden bei Bedarf über spezielle Domänen, wie z.B. über die SH2- oder 
SH3-Domänen, an den Ort der Verwendung rekrutiert. Die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 
(RTK) und die Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatasen (RPTP) sind transmembrane Prote-
ine, die über extrazelluläre Signalstoffe oder membrangebundene Liganden in ihrer kataly-
tischen Aktivität modifiziert werden. RTKs katalysieren im aktivierten Zustand intrazellu-
lär die Tyrosin-Phosphorylierung ihrer Substrate und sind aufgrund der Trennung zwischen 
extrazellulärer Aktivierung und intrazellulärer Reaktion häufig an Signaltransduktionswe-
gen beteiligt. Der Mechanismus der Aktivierung verläuft über die Dimerisierung der mo-
nomeren Rezeptoren nach der Bindung ihrer Liganden mit Hilfe der extrazellulären Do-
mänen. Innerhalb der Dimere wird die räumliche Vorraussetzung der gegenseitigen 
Phosphorylierung an definierten Regulatortyrosinen geschaffen. Diese Phosphorylierung 
führt zu der Steigerung der Kinaseaktivität und ermöglicht die Anbindung der Substrate 
bzw. weiterer katalytischer Proteine (Schlessinger, 1988; Weiss and Schlessinger, 1998). 
Auf die RPTPs konnte das Prinzip der Aktivierung über die Dimerisierung nicht übertra-
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gen werden (Bixby, 2001). Stattdessen wird die enzymatische Aktivität einiger RPTPs 
nach der Bindung der Liganden inhibiert (Meng et al., 2000; Zeng et al., 1999).  
Bislang konnten mehrere Phosphatasen identifiziert werden, die mit den Cadherin-Catenin-
Komplexen assoziiert vorliegen. Die genauen regulatorischen Mechanismen, die zur Bin-
dung der Phosphatasen und deren Aktivierung führen, sind zurzeit noch nicht bekannt. 
Über ß-Catenin werden die zytosolischen Phosphatasen SHP-2 und die Rezeptor-
Phosphatasen RPTPκ, RPTPß/ξ und LAR rekrutiert (Fuchs et al., 1996; Kypta et al., 1996; 
Meng et al., 2000; Ukropec et al., 2000). Für SHP-2 konnte gezeigt werden, dass diese 
Phosphatase nach der Stimulierung von Endothelzellen mit Thrombin aus dem Komplex 
dissoziiert. Dieser Effekt tritt ebenfalls zusammen mit der Phosphorylierung von ß-Catenin 
und der Dissoziation von α-Catenin durch mechanische Scherkräfte auf, die auf das Endo-
thel einwirken (Ukropec et al., 2000; Ukropec et al., 2002). Die Überexpression der RPTP 
LAR reduziert die Tumorbildung bei Mäusen und führt zu einer verminderten „epidermal 
growth factor“ (EGF) vermittelten Migration von Epithelzellen (Muller et al., 1999). 
p120ctn bindet an SHP-1 und RPTPµ und wird von diesen dephosphoryliert (Zondag et al., 
2000). Für die Cadherine wurden drei Bindungspartner aus der Familie der Phosphatasen 
identifiziert. Im Gegensatz zu E-Cadherin assoziiert N-Cadherin mit phosphorylierter PTP-
1B, die sich nach der Bindung dephosphoryliert und zusammen mit ß-Catenin vom Cadhe-
rin dissoziiert. Nachfolgend verliert das N-Cadherin die Bindung an das Zytoskelett und 
die Adhäsion der Zellen wird geschwächt (Balsamo et al., 1998). E-, N- und R-Cadherin 
sind Interaktionspartner der Phosphatase RPTPµ, deren Funktion in der Stabilisierung des 
Cadherin-Catenin-Komplexes zu bestehen scheint (Hellberg et al., 2002). Die endotheliale 
RPTP VE-PTP assoziiert mit VE-Cadherin (Nawroth et al., 2002) und N-Cadherin (per-
sönliche Mitteilung von Benjamin August). In CHO-Zellen dephosphoryliert diese 
Phosphatase die über Flk-1 phosphorylierten Tyrosine des VE-Cadherins. Dadurch fördert 
sie die Integrität der Zell-Zellkontakte (Nawroth et al., 2002) und die Aggregation der Zel-
len (persönliche Mitteilung von Stephan Kloep). Im Gegensatz zu den anderen Phospha-
tasen, die über die zytosolischen Domänen mit den Cadherinen interagieren, wird die Bin-
dung von VE-PTP an VE-Cadherin über die extrazelluläre Domäne vermittelt. Eine weite-
re Phosphatase, die mit dem Cadherin-Catenin-Komplex assoziiert vorliegt, ist DEP-1. 
Dieses Enzym ist offenbar an den Signaltransduktionswegen des VEGF-R2 beteiligt 
(Lampugnani et al., 2003).  
Die direkte Phosphorylierung der Komponenten der Cadherin-Catenin-Komplexe kann 
über die zytosolischen Enzyme aus der Familie der Src-Kinasen vermittelt werden. Inner-
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halb der N- und E-Cadherin-Komplexe können sowohl die Cadherine als auch die assozi-
ierten Komponenten α-, ß- und γ-Catenin und p120ctn über exogene, konstitutiv aktive v-
Src phosphoryliert werden. Nachfolgend werden die Bindungen an das Zytoskelett und die 
Cadherin vermittelte Zelladhäsion verringert (Behrens et al., 1993; Hamaguchi et al., 1993; 
Hazan and Norton, 1998; Matsuyoshi et al., 1992; Tsukita et al., 1992; Volberg et al., 
1992). In HUVEC-Zellen kann die VEGF vermittelte Tyrosin-Phosphorylierung von VE-
Cadherin mit Hilfe von chemischen Inhibitoren der Src-Aktivität oder über die exogene 
Expression des Src-Inhibitors CSK reduziert werden (Lin et al., 2003). Neben den TKs 
sind auch RTKs an der Phosphorylierung der Cadherin-Catenin-Komplexe beteiligt. Die 
Aktivierung der Rezeptoren von EGF erhöht die Tyrosin-Phosphorylierung von ß-Catenin. 
Dadurch werden dessen Affinität zu E-Cadherin und die Stabilität der Cadherin vermittel-
ten Kontakte reduziert (Hoschuetzky et al., 1994). In Endothelzellen stimuliert VEGF-A 
die Phosphorylierung von VE-Cadherin, die über den VEGF-R2 vermittelt wird (Esser et 
al., 1998). Die Koexpression von exogenem VE-Cadherin und VEGF-R2 in CHO-Zellen 
erhöht den Phosphorylierungsstatus von VE-Cadherin, der wiederum Einfluss auf die In-
tegrität der Zell-Zellkontakte nimmt (Nawroth et al., 2002). Bis heute konnte keine direkte 
Phosphorylierung von VE-Cadherin über den aktivierten VEGF-R2 nachgewiesen werden. 
In der Literatur wird statt der direkten eine indirekte Phosphorylierung von VE-Cadherin 
über die Rekrutierung von Src-Kinasen diskutiert (Esser et al., 1998; Lin et al., 2003). 
 
2.2.5.3 Die Beteiligung des VE-Cadherin-Catenin-Komplexes an der Signaltrans-
duktion 
Neben der Ausbildung und Stabilisierung der Zell-Zellkontakte sind die VE-Cadherin-
Catenin-Komplexe an Signaltransduktionswegen beteiligt. Bis heute wurden zwei Modelle 
der Signalweiterleitung etabliert. Einerseits können freie zytosolische Komponenten des 
Komplexes direkt mit Transkriptionsfaktoren assoziieren und die Expression definierter 
Proteine des Zellwachstums und der Differenzierung regulieren. Andererseits interagiert 
der Komplex mit aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und ist an deren Signalweiterlei-
tung beteiligt.  
Ein Beispiel für das erste Modell ist die Teilnahme von ß-Catenin an der Wnt-
Signalweiterleitung. Im Zytosol werden die Catenine über den APC- (Adenomatous Poly-
posis Coli) Weg degradiert (Barth et al., 1997). Freies, zytosolisches ß-Catenin ist jedoch 
ein Bestandteil des Wnt-Signalweges. Durch die Stimulation des Wnt-Signalweges wird ß-
Catenin der Degradation entzogen und stabilisiert. Nach dem Transport zum Zellkern bin-
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det ß-Catenin an Transkriptionsfaktoren der „high mobility group“, wie z.B. TCF/LEF-1, 
und reguliert darüber die Expression von Proteinen des Zellwachstums und der Differen-
zierung (Behrens et al., 1996; Huber et al., 1996). Der Cadherin-Catenin-Komplex inhi-
biert diesen Signalweg indirekt, indem die verfügbare Menge an ß-Catenin durch die Bin-
dung an die Cadherine herabgesetzt wird (Simcha et al., 2001).  
Der zweite Mechanismus der Signaltransduktion verläuft über die Interaktion des Komple-
xes mit RTKs, die über die Bindung extrazellulärer Liganden aktiviert werden. Die wich-
tigsten Wachstumsfaktoren, die auf das Endothel einwirken, sind der Familie der VEGFs 
zuzuordnen (s. 2.1). Die Assoziation des VEGF-R2 mit dem VE-Cadherin-Komplex ist an 
der Inhibition der Apoptose von Endothelzellen während der Vaskulogenese bzw. der An-
giogenese beteiligt. VE-Cadherin, ß-Catenin und VEGF-R2 bilden zusammen mit der 
Phosphoinositide-3-OH-Kinase einen Komplex, der die Weiterleitung des VEGF-Signals 
vermittelt (Carmeliet et al., 1999). Nach der Stimulation des VEGF-R2 folgt die Aktivie-
rung der Serin-Threonin-Kinase Akt (Protein-Kinase-B) und die erhöhte Expression des 
Proteins Bcl-2. Im aktivierten Zustand inhibieren Akt und Bcl-2 die Zellapoptose und för-
dern das Zellwachstum (Gerber et al., 1998a; Gerber et al., 1998b). Die Deletion der ß-
Catenin-Bindungsstelle des VE-Cadherins sowie die Unterbindung der VE-Cadherin-
Expression verhindern die Aktivierung von Akt und die Bildung von Bcl-2. Dies hat zur 
Folge, dass die Gefäßbildung empfindlich gestört wird und Mausembryonen am Tag 9,5 
nach der Befruchtung sterben (Carmeliet et al., 1999). 
In den letzten Jahren wurde ein weiterer VEGF-R2 vermittelter Signalweg identifiziert, 
über den die Proliferationsraten von Endothelzellen reguliert werden. Zur Erneuerung des 
Endothels nach einer Verwundung oder während der Angiogenese unterliegen die Zellen 
einer erhöhten Zellteilungsrate. Diese hält bis zur vollständigen Ausbildung des Endothels 
in den Gefäßen an. Der über VEGF-A stimulierte VEGF-R2 aktiviert die PLCγ (Takahashi 
et al., 2001) und in manchen Fällen Ras (Meadows et al., 2001), die über die Kaskade der 
MAP-Kinase die Zellproliferation fördern. Mit zunehmender Zelldichte und der Ausbil-
dung der Zell-Zellkontakte nimmt die Proliferationsrate der Zellen ab. An diesem negati-
ven Regulationsprozess ist offenbar der VE-Cadherin-Komplex beteiligt (Carmeliet et al., 
1999; Lampugnani et al., 2003; Rahimi and Kazlauskas, 1999; Caveda et al., 1996). In 
einer Studie konnte 2003 nachgewiesen werden, dass der Phosphorylierungsgrad des 
VEGF-R2 und dessen Aktivität nach der Bindung von VEGF in subkonfluenten Endothel-
zellen gegenüber dem in konfluenten Zellen wesentlich erhöht ist. Für diesen Effekt ist die 
Expression von VE-Cadherin notwendig, das zur Bindung an ß-Catenin und zur Ausbil-
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dung des Cadherin-Catenin-Komplexes fähig ist. Zusätzlich konnte in dieser Studie gezeigt 
werden, dass die Kontakt-Inhibition der VEGF-A stimulierten Proliferation von Endotheli-
om-Zellen über die Ausbildung des Cadherin-Catenin-Komplexes reguliert wird. Als Ef-
fektor der Dephosphorylierung von VEGF-R2 in konfluenten Zellen diskutieren die Auto-
ren die Phosphatase DEP-1 (Lampugnani et al., 2003), die Konfluenz abhängig reguliert 
wird und in den interzellulären „junctions“ lokalisiert ist (Takahashi et al., 1999).  
Neben der Inaktivierung des VEGF-R2 über den Cadherin-Catenin-Komplex wurde 2002 
ein weiterer Regulationsmechanismus der Kontakt-Inhibition identifiziert, der von VE-
Cadherin abhängig ist. Als Folge der Stimulation des VEGF-R2 wird das Gerüstprotein 
Shc phosphoryliert (Zanetti et al., 2002). Dieses vermittelt die Kopplung der Proteine Grb-
Sos mit Ras, die an der Regulation der Zellproliferation beteiligt sind (Pawson and Scott, 
1997; Pelicci et al., 1992). Das über aktiviertes VEGF-R2 phosphorylierte VE-Cadherin 
rekrutiert in konfluenten Zellen Shc in den Cadherin-Catenin-Komplex, der offenbar an 
dessen Dephosphorylierung beteiligt ist. Die Dephosphorylierung von Shc unterbindet des-
sen Assoziation mit Grb-Sos und Ras und inhibiert den nachfolgenden Signalweg der 
Zellproliferation (Zanetti et al., 2002). 
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2.2.6 Die Zielsetzung dieser Dissertation 
VE-Cadherin ist an vielen Regulations- und Signalweiterleitungsprozessen im Endothel 
beteiligt. Diese Aufgaben umfassen die Ausbildung der endothelialen Zell-Zellkontakte 
über den Cadherin-Catenin-Komplex in den „adherence junctions“, die Regulation der 
darüber aufgebauten Permeabilitätsbarriere und die Teilnahme an der VEGF vermittelten 
Signaltransduktionswege während der Gefäßentwicklung. Zur Ausübung dieser Funktio-
nen ist die Zusammensetzung des Cadherin-Catenin-Komplexes von elementarer Bedeu-
tung. Abhängig von den Entwicklungsstadien der Endothelzellen bzw. von der zellbiologi-
schen Funktion assoziieren verschiedene Komponenten mit dem VE-Cadherin-Catenin-
Komplex. Dies geht wiederum mit einer Änderung der Tyrosin-Phosphorylierung des 
Komplexes einher. 
Das Ziel dieser Dissertation war die Identifikation weiterer zytosolischer Interaktionspart-
ner von VE-Cadherin, die einen funktionellen Einfluss auf den Cadherin-Catenin-Komplex 
ausüben. Die Suche nach VE-Cadherin assoziierten Proteinen erfolgte mit Hilfe des „yeast 
two hybrid“-Systems, während die weitere Charakterisierung der gefundenen Interaktionen 
auf biochemischen und immunhistochemischen Wegen durchgeführt wurde. Die physiolo-
gische Relevanz der Assoziation wurde im Hinblick auf den Einfluss auf die Aggregations-
fähigkeit von VE-Cadherin, die Integrität der Zell-Zellkontakte sowie die Zellproliferation 
untersucht. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Chemikalien/Reagenzien 
Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden im Reinheitsgrad p.A. bezogen. 
2-Propanol (J.T. Baker, Deventer, Niederlande, #8067) 
3-Aminotriazol (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #A-8056) 
30 % Acrylamid/Bisacrylamidlösung (Rotiphoresegel 30, Roth, Karlsruhe, #3029.1) 
α-MEM (Gibco, Karlsruhe, #11900-073) 
α2-Makroglobulin (Roche Diagnostic, Basel, Schweiz, #602442) 
ß-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #M-6250) 
L-Adenin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #A-9126) 
Agarose (Biorad, München, #162-0134) 
Ampicillin (Roche Diagnostic, Basel, Schweiz,, #835242) 
Aprotinin (Roche Diagnostic, Basel, Schweiz, #981532) 
APS (Bio-Rad, München, #161-0700) 
L-Arginin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #A-5131) 
Bacto-Agar (Becton-Dickinson, Heidelberg, #214030) 
Bacto-Pepton (Difco, Becton-Dickinson, Heidelberg, #0123-17) 
Benzamidin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #B-6506) 
Borsäure (Roth, Karlsruhe, #6943) 
BPB (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #B-7021) 
BSA (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #A-7906) 
CaCl2 (Merck, Darmstadt, #1.02382.1000) 
Cell-Fix-Konzentrat (Becton-Dickinson, Heidelberg, #340181) 
CHCl3 (Roth, Karlsruhe, #6340.1) 
„Complete“ protease inhibitor (Amersham Bioscience, Freiburg) 
„Complete“ protease inhibitor, EDTA free  (Amersham Bioscience, Freiburg) 
Coomassie (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #B-0149) 
Dextrose (Merck, Darmstadt, #1.08337) 
Dimethylformamid (Sigma-Aldrich, #D-4254) 
DMEM (Gibco, Karlsruhe, #52100-039) 
DMSO (Roth, Karlsruhe, #4720.1) 
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dNTP Mix (Stratagene, Amsterdam, Niederlande, #200415) 
DTT (Roche Diagnostic, Basel, Schweiz, #197777) 
Earle's MEM (PAA, Cölbe, #E15-825) 
EDTA (Roth, Karlsruhe, #8043.2) 
Essigsäure (Roth, Karlsruhe, #3738.2) 
Ethanol (J.T.Baker, Deventer, Niederlande, #8006) 
Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, Deisenhofen #E-1510) 
FCS (PAN Biotec, Aidenbach, #P30-1503) 
FITC-Dextran, 42kD (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #FD-40S) 
Gelatine (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,  #G-1393) 
L-Glutamin (Gibco, Karlsruhe, #25030-024) 
Glutaraldehyd, 25%-Lösung (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #G5882) 
Glutathion ( Sigma-Aldrich, Deisenhofen, # G-6013) 
Glutathion-Sepharose (Pharmacia, Freiburg, #52-2303-00-01) 
Glutathion-Sepharose-Beads 4B (Pharmacia, Freiburg, #17-0756-01) 
Glycerol (Merck, Darmstadt, #1.04092.1000) 
Glycin (J.T.Baker, Deventer, Niederlande, #4059-06) 
HANKs Salts w/o NaHCO3 (Biochrom, Berlin, #L201-01) 
Harnstoff (J.T.Baker, Deventer, Niederlande, #0345) 
HBSS (Biochrom, Berlin, #L.201.01) 
HCl 37% (Roth, Karlsruhe, #4625.2)) 
HCl 1M Lösung (Bernd Kraft GmbH, Duisburg, #01041.3) 
Heparin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #H-3149)  
HEPES (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #H-9136) 
L-Histidin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #H-8125) 
IPTG (Roth, Karlsruhe, #2316) 
L-Isoleucin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #I-2752) 
Isopropanol (J.T.Baker, Deventer, Niederlande, #8067) 
KCl (Merck, Darmstadt, #1.04936.1000) 
KHCO3 (J.T.Baker, Deventer, Niederlande, #2940-01) 
L-Leucin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #H-8000) 
Leupeptin (Roche Diagnostic, Basel, Schweiz, #1-017-128) 
LiAc (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #L-6883) 
L-Lysin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #L-5751) 
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M199 Medium (Gibco, Karlsruhe, #31150-022) 
Magermilchpulver (Milchwerke Everswinkel) 
MEM Non-Essential Amino Acid Solution (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #M-7145) 
Methanol (J.T. Baker, Deventer, Niederlande, #8045) 
L-Methionin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #M-9625) 
MgCl2 (J.T. Baker, Deventer, Niederlande, #0162)  
MgSO4 (Merck, Darmstadt, #5886.0500) 
Na2HPO4 (Merck, Darmstadt, #1.06586.0500) 
NaH2PO4 (Merck, Darmstadt, #M.06346) 
NaCl (J.T. Baker, Deventer, Niederlande, #0278) 
NaH2PO4 (Merck, Darmstadt, #1.06346.1000) 
NaHCO3 (Biochrom, Berlin, #L-1703) 
NaOH (J.T. Baker, Deventer, Niederlande, #0288) 
NaOH 1M Lösung (Bernd Kraft GmbH, Duisburg, #01030.3) 
Na-Orthovanadat (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #S6508) 
Natriumacetat (J.T. Baker, Deventer, Niederlande, #0256) 
NH4Cl (Merck, Darmstadt, #A168345) 
PBS (Biochrom, Berlin, #L-182-10) 
PEG (PEG 3350, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #P-3640) 
Penicillin/Streptomycin (Gibco, Karlsruhe, #15140-114) 
Phenol/Chloroform (Roth, Karlsruhe, #A156.2) 
L-Phenylalanin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,  #P-2126) 
PMSF (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #P-7626) 
Ponceau S (Serva, Heidelberg, #33427) 
Protein-A-Sepharose (Amersham Biosciences, Freiburg, #17-0780-01) 
Protein-G-Sepharose (Amersham Biosciences, Freiburg, #17-0618-01) 
L-Prolin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,  #P-0380) 
rATP (Pharmacia, Freiburg, #27-2056-01) 
Saccharose (Merck, Darmstadt, #7654.1000) 
Salm Sperm DNA, Type III (Sigma-Aldrich, #D1626) 
SDS (Calbiochem, La Jolla, CA, USA, #428023) 
TEMED (Biorad, München, #1610801) 
L-Threonin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,  #T-8625) 
TRIS (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #T-1503) 
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Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #T-8787) 
TRIzol®Reagent (Gibco, Karlsruhe, #15596) 
Trypsin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #T4674) 
Trypsin/EDTA (Biochrom, Berlin, #L-2143) 
Trypsin-Inhibitor (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #T9003)  
Tryptonpepton (Becton-Dickinson, Heidelberg, #0230-15-5) 
L-Tryptophan (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,  #T-0254) 
Tween 20 (Merck, Darmstadt, #8.22184.0500) 
L-Tyrosin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,  #T-3754) 
L-Uracil (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,  #U-0750) 
L-Valin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,  #V-0500) 
VEGF (Pedro Tech Inc., USA, #450-32) 
X-Gal (Calbiochem, Bad Soden, #03-36-0001) 
Xylen Cyanol FF (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #X-4126) 
„Yeast“ Extrakt (Becton-Dickinson, Heidelberg, #212750) 
„Yeast N2 Base“ (Difco, Becton-Dickinson, Heidelberg, #0919-15-3) 
 
3.1.2 Verwendete Kits und spezielle Reagenzien 
Bezeichnung      Hersteller     
ABI PRISM® BigDyeTM  v1.0    Applied Biosystems, Foster City, USA 
ABI PRISM® BigDyeTM  v2.0    Applied Biosystems, Foster City, USA 
ABI Loading Buffer     Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA 
BCA Protein Assay Kit    Pierce, Rockford, IL, USA 
DAKO Fluorescence Mounting Medium  DAKO Corporation, Hamburg 
DyeExTM Spin Kit     QIAGEN, Hilden 
ECLTM Western blotting detection reagents  Amersham Bioscience, Freiburg 
GenejammerTM Transfection Reagent  Stratagene, La Jolla, USA 
GeneSwitchTMSystem     Invitrogen, Groningen, NL 
High Pure Plasmid Isolation Kit   Roche Diagnostics, Mannheim 
Perfectprep® Gel Cleanup Kit   Eppendorf, Hamburg 
QIAquick® Gel Extraction Kit   QIAGEN, Hilden 
QIAfilterΤΜ Plasmid Maxi Kit   QIAGEN, Hilden 
Quick LigationΤΜ Kit     New England Biolabs, Beverly, USA 
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RNAguard      Pharmacia, Biotech, Freiburg 
TNT®Quick      Promega, Mannheim 
TOPOΤΜ TA Cloning® Kit    Invitrogen, Groningen, NL 
TRIzol®Reagent     Gibco BRL, Karlsruhe 
 
 
3.1.3 Verwendete Isotope 
Bezeichnung      Hersteller     
[Methyl-3H]-thymidine    Amersham Biosciences, Freiburg 
RedivueTM L-[35S]-methionine   Amersham Biosciences, Freiburg 
RedivueTM [γ-32P]-ATP    Amersham Biosciences, Freiburg 
 
 
3.1.4 Verwendete Medien 
In der Zellkultur und zur Kultivierung von Bakterien wurden folgende Standardmedien 
verwendet: 
 
α-MEM Vollmedium: α-MEM w/o NaHCO3, in H2O 
524mM NaHCO3  
10% FCS, Hitze inaktiviert: 56°C, 1h  
2mM L-Glutamin  
100U/ml Penicillin/Streptomycin  
 
DMEM Vollmedium: DMEM w/o NaHCO3, in H2O 
880mM NaHCO3 
10% FCS, Hitze inaktiviert: 56°C, 1h  
2mM L-Glutamin 
100U/ml Penicillin/Streptomycin 
Selektionsmedium: α-MEM Vollmedium 
+ Selektionsantibiotika (s. 3.2.5.1) 
 
PBS (Zellkultur): 
 
PBS, in H2O 
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M199 Vollmedium: M199, in H2O 
20% FCS, Hitze inaktiviert: 56°C, 1h 
2mM L-Glutamin  
100U/ml Penicillin/Streptomycin 
100µg/ml Heparin 
80µg/ml ECGF (Herstellung in unserem Labor) 
 
Einfriermedium: 
 
50% Zellkultur Vollmedium 
40% FCS  
10% DMSO  
 
LB-Medium: 10g/l Trypton-Pepton, in H2O  
5g/l „Yeast“-Extrakt 
10g/l NaCl 
 
LB-Agar: LB-Medium 
15g/l Bacto-Agar  
 
Folgende Medien wurden mehrfach in unterschiedlichen Experimenten eingesetzt. Speziel-
le Versuchsmedien sind jeweils in den einzelnen Versuchsbeschreibungen aufgeführt. 
 
10x PBS, pH7,4: 1,37M NaCl, in H2O 
101mM Na2HPO4  
17,6mM KH2PO4  
26,8mM KCl  
 
10x TBE-Puffer, pH8,45: 892 mM TRIS-HCl, in H2O 
873mM Borsäure  
20mM EDTA  
 
10x TE-Puffer, pH8,0: 100mM TRIS-HCl, in H2O 
10mM EDTA 
 
10x TBS, pH7,4: 248mM TRIS-HCl, in H2O 
1,37M NaCl  
26,8mM KCl 
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TBST, pH7,4: 24,8mM TRIS-HCl, in H2O 
137mM NaCl  
2,68mM KCl  
0,1% Tween 20 
 
3.1.5 Spezielle Geräte 
Mikroskope      Hersteller     
Axiovert 25      Zeiss, Göttingen 
Axiovert 200M (CLSM)    Zeiss, Göttingen 
Axioskop 2 (Fluoreszenzmikroskop)   Zeiss, Göttingen 
+ Digitalkamera: Model 2.1.1   Diagnostic Instruments, Inc., USA 
Telaval 31      Zeiss Göttingen 
TSC SP (CLSM)     Leica, Mannheim 
Zentrifugen 
Centrifuge 5417R     Eppendorf, Hamburg 
Megafuge 1.0      Heraeus Instruments, Hanau 
OptimaTM TL      Beckmann Coulter, München 
Sorval RC5C plus     Sorval DuPont, Newtown, USA 
Varifuge 3.0R      Heraeus Instruments, Hanau 
Proteinbiochemie/Molekularbiologie 
ABI® Prism 377 Sequenator    Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA 
Gel Dryer, Model 583    Bio-Rad, München 
Gene Pulser II & Pulse Controller II  Bio-Rad, München 
Mini-Protean II Gelelektrophoresesystem  Bio-Rad, München 
PCR-Cycler T-Gradient    Biometra, Göttingen 
PCR-Cycler UNO II     Biometra, Göttingen 
Netzadapter: Power PAC1000   Bio-Rad, München 
Netzadapter: Phero-Stab 0652   Biotec-Fischer, Reiskirchen 
„Semi dry blot“-Apparatur TransBlot SD  Bio-Rad, München 
„Wet blot“-Apparatur     Bio-Rad, München 
Sonstige 
Bio-Imaging-Analyzer Fujix BAS1000  Fuji Photo Film CO., LTD, Japan 
CASYTM TT SC1     Schärfe-System GmbH, Reutlingen 
Cell Harvester      Inotech AG, Dottikon, Schweiz 
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FACSCalibur      Becton Dickinson, SanJose, USA 
Entwickler Curix 60     Agfa, Köln 
Fluoromax-2      Jobin-Yvon, Grasbrunn 
French Pressure Cell Press    SLM Instruments, Rochester, USA 
Fuji Imaging Plate Type BASIIIs   Fuji Photo Film CO., LTD, Japan 
Inkubator BB6060     Heraeus Instruments, Hanau 
Inkubator Modell 600     Memmert, Schwabach 
Innova 4300      Brunswick Scientific GmbH, Nürtingen 
Lambda Fluoro 320     Bio-Tek Instruments, Winooski, USA 
LS6500 Scintillation Counter    Beckmann Coulter, München 
Millipore Q-Plus PF     Millipore, Bedford, MA, USA 
SpeedVac AES 1000     Savant Instruments, Farmingdale, USA 
UV-Spektrometer Gene Quant II    Pharmacia Biotech, Freiburg 
VIS-Spektrometer UV-1202     Shimadzu, Duisburg 
 
3.1.6 Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung      Hersteller     
„Acid washed glass beads“, 425-600µm  Sigma-Aldrich, Deisenhofen   
Cell Lifter      Corning, New York, USA 
Centricon YM-10, MWCO 10.000   Millipore, Bedford, USA 
Centricon YM-30, MWCO 30.000   Millipore, Bedford, USA 
Lab-TakTMII Chamber SlidesTM   Nalge Nunc, Wiesbaden 
ECL Hyperfilm     Amersham Biosciences, Freiburg 
Econo-Säulen      Bio-Rad, München 
Einwegpipetten 1-25 ml    Falcon, Heidelberg 
Elektroporationsküvette 0,1cm   Bio-Rad, München 
Elektroporationsküvette 0,2cm   Bio-Rad, München 
Elektroporationsküvette 0,4cm   Bio-Rad, München 
FACS-Röhrchen 0,6ml    Greiner, Solingen    
„Glass fibre filter“, Typ G7    Inotech AG, Dottikon, Schweiz 
Mikroreaktionsgefäße 0,2-2,0ml   Eppendorf, Hamburg 
Reaktionsgefäße Polystyrol 5-15ml   Falcon, Heidelberg 
Reaktionsgefäße Polypropylen 15-50ml  Falcon, Heidelberg 
Slide-A-Lyzer 10K     Pierce, Rockford, IL, USA 
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Transwell-Filter     Corning-Costar, Bodenheim 
Universalgefäß, 30ml     Sterilin, Staffordshire, UK 
0,4mm Whatman-Papier GB002   Schleicher & Schuell, Dassel 
1,2mm Whatman-Papier GB005   Schleicher & Schuell, Dassel 
Zellulosenitrat-Membranen Optitran BA-S85 Schleicher & Schuell, Dassel 
Zellkulturplatten 6mm, 96-„well“, Rundboden Greiner, Solingen 
Zellkulturplatten 6mm, 96-„well“   Falcon, Heidelberg 
Zellkulturplatten 16mm, 24er-„well“  Falcon, Heidelberg 
Zellkulturplatten 35mm, 6er-„well“   Falcon, Heidelberg 
Zellkultur-Schale 90 mm    Falcon, Heidelberg 
Zellkultur-Schale 150mm    Nalge Nunc, Wiesbaden 
 
3.1.7 Allgemeine Software und Internetadressen 
Neben der speziellen Software für die verwendeten Geräte wurde folgende Software und 
folgende Internetadressen für diese Arbeit eingesetzt: 
 
Adobe Photoshop 5   Adope Systems Inc., San Jose, USA  
DNASTAR Lasergene Software DNASTAR Inc., Madison, WI, USA 
MSOffice    Microsoft Deutschland, Unterschleissheim 
SigmaPlot 2001   SPSS GmbH Software, München 
www.biophys.uni-duesseldorf.de/BioNet/Pedro/research_tools.html 
www.GATC.de   GATC Biotech AG 
www.invitrogen.com   Invitrogen, Groningen, NL 
www.isrec.isb-sib.ch   Swiss Institute For Experimental Cancer Research  
www.ncbi.nlm.nih.gov  National Center For Biotechnology Information 
www.statagene.com   Stratagene Europe, Amsterdam, NL 
 
3.1.8 Antikörper 
Tabelle 1: Polyklonale primäre Antikörper 
Antigen 
 
Bezeichnung Ursprung Bezug/Referenz 
Maus VE-Cadherin C5 Kaninchen unser Labor 
Maus PECAM-1 M-20 Ziege Santa Cruz Biotechnologie Inc., Santa Cruz, USA
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Tabelle 2: Monoklonale primäre Antikörper 
Antigen 
 
Klon Isotyp Konjugat Bezug/Referenz 
Myc-tag  Maus IgG1  BD Bioscience, Heidelberg 
ß-Catenin 14 Maus IgG1  BD Bioscience, Heidelberg 
CSK 52 Maus IgG1  BD Bioscience, Heidelberg 
Phosphotyrosin RC20H rekombinant PO BD Bioscience, Heidelberg 
Maus VEGF-R2/Flk-1 12α1 Ratte IgG2A  BD Bioscience, Heidelberg 
Maus VE-Cadherin VE1.1 Ratte IgG2A  unser Labor 
Maus VE-Cadherin 11D4.1 Ratte IgG2A  (Gotsch et al., 1997) 
Maus VE-Cadherin 57.1 Ratte IgG2A  unser Labor 
 
Tabelle 3: Sekundäre Antikörper 
Spezifität 
 
Konjugat Bezug/Referenz 
Esel α Maus IgG HRP Jackson Immunoresearch, Dianova, Hamburg 
Esel α Ratte IgG HRP Jackson Immunoresearch, Dianova, Hamburg 
F(ab‘)2 Fragment Ziege α Ratte IgG PE Jackson Immunoresearch, Dianova, Hamburg 
F(ab‘)2 Fragment Esel α Ratte IgG Cy2TM Jackson Immunoresearch, Dianova, Hamburg 
F(ab‘)2 Fragment Esel α Maus IgG Cy3TM Jackson Immunoresearch, Dianova, Hamburg 
F(ab‘)2 Fragment Esel α Maus IgG TexRedTM Jackson Immunoresearch, Dianova, Hamburg 
Polyklonal Ziege α Maus κ-IgG HRP AMS Biotechnology GmbH, Wiesbaden 
 
3.1.9 Enzyme 
Restriktionsendonukleasen wurden, sofern nicht anders gekennzeichnet, von den Firmen 
Gibco BRL (Karlsruhe) und MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. 
 
Bezeichnung     Hersteller      
AMV RT Reverse Transcriptase  Roche Diagnostic, Basel, Schweiz 
DNAse I     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
DNA Polymerase I Large Fragment  New England Biolabs, Schwalbach/Taunus 
Human c-Src Kinase (p60c-src)  Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA 
Pfu-Polymerase  Stratagene, Amsterdam, The Netherlands 
Shrimp Alkaline Phosphatase  Roche Diagnostic, Basel, Schweiz 
Super-Taq Polymerase   HT Biotechnology LTD., Cambridge, GB 
T4 DNA Ligase    New England Biolabs, Schwalbach/Taunus 
T4 DNA Ligase    Gibco BRL, Karlsruhe 
T4 Polynucleotide Kinase   Roche Diagnostic, Basel, Schweiz 
Taq-Polymerase    Amersham Bioscience, Freiburg 
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3.1.10 Oligonukleotide 
Tabelle 4: CSK (Maus)-spezifische Oligonukleotide 
Bezeichnung 
 
Sequenz (5‘-3‘) 
1.CSKNot1.S GCTGATGCGGCCGCATGTCGGCTATACAGGCC 
2.CSKSal1.AS GCTGATGCTGACTCACAGGTGCAGCTCATG 
3.CSKEcoR1.S TTACCCAAGAATTCCCCT 
5.CSK.S ATGCGAGCAAGCTGAGCA 
6.CSK.S GTACATGGCCAAGGGGAG 
7.CSK.AS AATTCTTGGGTAAGGCAC 
8.CSK.AS TCCACAATCACACCCAGC 
9.CSK.AS CCTCACAGCTCACACACA 
10.CSKSal1.AS AGCTGACCAGGTGCAGCTCATGGGT 
11.CSKNot1.S GCGGCCGCCATGTCGGCTATACAGGCC 
12.CSKSal1.AS TGCTGACCAGGTGCAGCTCATGGGT 
14.CSKBamHI.AS GGTGGATCCTCACAGGTGCAGCTCATG 
15.CSKR107K.S GGCCTGTTCCTCGTGAAGGAAAGCACCAACTAC 
16.CSKR107K.AS GTAGTTGGTGCTTTCCTTCACGAGGAACAGGCC 
17.CSKK222R.S GCAACAAAGTTGCAGTCAGGTGCATCAAGAATGACGC 
18.CSKK222R.AS GCGTCATTCTTGATGCACCTGACTGCAACTTTGTTGC 
 
 
Tabelle 5: VE-Cadherin (Maus)-/N-Cadherin (Maus)-spezifische Oligonukleotide 
Bezeichnung 
 
Sequenz (5‘-3‘) 
VECP7.AS CGCAGAGTCCATCGTCGACTCC 
VECP8.AS CTCAACGACTGGGGAGTCGACTTC 
VECP9Not.S GCTGATGCGGCCGCGGAGGCGGATCCGGAAG 
VECP10Not.S GCATGCGCGGCCGCTTAGTGCGCTGGAGATTCAC 
VECP11NotI.AS GCTGATGCGGCCGCCTAGATGATGAGTTCCTCC 
VECP12EcoR1.S CGGAATTCCGGAGGCGGATCCGGAAG 
VECP13TyrMut.s GGCCGGCAGTGTTCACGCAGGTGCAGAAGC 
VECP14TyrMut.as GCTTCTGCACCTGCGTGAACACTGCCGGCC 
Ncad1Not1.AS GCTGATGCGGCCGCTCAGTCGTCACCACCGCC 
Ncad2EcoR1.S CGGAATTCAAACGGCGGGATAAAGAG 
 
 
Tabelle 6: RT-PCR-spezifische Oligonukleotide 
Bezeichnung 
 
Verwendung Sequenz (5‘-3‘) 
oligo dT Herstellung von cDNA aus bEnd.3-Lysaten pd(t)12-18 
HPRT.S Kontrolle der RT-PCR GCTGGTGAAAAGGACCTCTC 
HPRT.AS  CACAGGACTAGAACACCTGC 
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Tabelle 7: Vektorenspezifische Oligonukleotide 
Bezeichnung 
 
verwendet im Vektor Sequenz (5‘- 3‘) 
VP16.S GGTACCGAGCTCAATTGCGG 
VP162.S 
pVP16 
GATGCCCTTGGAATTGACG 
M13 universal  GTAAAACGACGGCCAGT 
ADHTER1.AS pBMT116 CATAAGAAATTCGCCCGG 
LexA1.S  CTTCACCATTGAAGGGCTG 
LexA4.S  GTCAGCGGGATGTCGATGA 
T7 pro pKE081myc-#2/pGene/V5-His / TAATACGACTCACTATAGGG 
BGH Rev pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO/pcDNA3 TAGAAGGCACAGTCGAGG 
PHEO081MGC#2.AS pKE081myc-#2 TAGTCGACGCTGGGAATTCG 
1.Myc-BamH1S  GGATCCGCCATGGAGCAGAAG
pGEX3‘.AS pGEX-4T-1 CCGGGAGCTGCATGTGTC 
pGEX5‘.S  GGGCTGGCAAGCCACGTT 
 
3.1.11 Vektoren  
Tabelle 8: Verwendete Vektoren  
Plasmid 
 
Beschreibung Referenz/Bezug 
pcDNA3 
 
Expressionsvektor für eukaryotische Zellen Invitrogen, Groningen, Niederlande 
pKE081myc-#2 Expressionsvektor für eukaryotische Zellen 
mit N-terminalem Myc-tag 
(Ebnet et al., 2000) 
pGene/V5-His Expressionsvektor für eukaryotische Zellen, 
Bestandteil des GeneSwitch-SystemsTM 
Invitrogen, Groningen, Niederlande 
pSwitch 
 
Bestandteil des GeneSwitch-SystemsTM Invitrogen, Groningen, Niederlande 
pcDNA3.1/CT-GFP-
TOPOTM 
Expressionsvektor für eukaryotische Zellen 
mit C-terminalen GFP 
Invitrogen, Groningen, Niederlande 
pEF6/myc-His 
 
Expressionsvektor  für eukaryotische Zellen Invitrogen, Groningen, Niederlande 
pGEX-4T-1 
 
Expressionsvektor für GST Fusionsproteine Amersham Bioscience, Freiburg 
pBTM116/TPR-Met 
 
„bait“-Vektor für „yeast two hybrid“ (Fujita et al., 2002)  
pVP16 
 
„prey“-Vektor für „yeast two hybrid“ (Hollenberg et al., 1995) 
 
3.1.12 Rekombinante Plasmide 
Die in dieser Arbeit verwendeten Bezeichnungen der aus den Expressionsvektoren transla-
tierten Proteine sind in den Überschriften in Klammern angegeben. Alle mit PCR-Technik 
amplifzierten cDNA-„inserts“ wurden zur Überprüfung vollständig DNA-sequenziert, 
während sich die Kontrollen bei Subklonierungen auf die Restriktionsschnittstellen be-
schränkten. 
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Murines VE-Cadherin in pcDNA3 (⇒ VE-Cadherinwt) 
Die cDNA von Maus VE-Cadherin (Breier et al., 1996) wurde von Dr. Eric Borges in den 
Expressionsvektor pcDNA3 subkloniert.  
 
Murines VE-CadherinAS621-764 in pBTM116/TPR-Met (⇒ „bait“-VE-Cadherin) 
Die Aminosäuren 621 bis 764 der zytoplasmatischen Domäne von VE-Cadherin wurden 
als „bait“-Protein für das „yeast two hybrid“-System in den Expressionsvektor pBTM116/-
TPR-Met kloniert. Die entsprechende Sequenz wurde durch die Verwendung der Primer 
VECP9Not.S/VECP8.AS aus der Ursprungs-cDNA VE-Cadherin in pcDNA3 (hergestellt 
von Dr. Eric Borges) über die PCR amplifiziert. Die Klonierung des Fragments in den Ex-
pressionsvektor erfolgte N-terminal über eine Not1- und C-terminal über eine „blunt end“ 
Schnittstelle. Dafür wurde das Plasmid zunächst Sal1 verdaut und der Schnittstellenüber-
hang mit dem DNA Polymerase I Large Fragment (Klenow) aufgefüllt. Sowohl das VE-
Cadherin-Fragment als auch der pBTM116 wurden Not1 geschnitten. Nach der Phosphory-
lierung des Fragments mit Hilfe der T4 Polynucleotide Kinase erfolgte die Ligation.  
 
Murines VE-CadherinY685F in pcDNA3 (⇒ VE-CadherinY685F) 
Das Konstrukt VE-CadherinY685F in pcDNA3 wurde von Stefan Koch im Rahmen seiner 
Diplomarbeit unter Verwendung des QuikChangeTMSite-Directed Mutagenesis Kit herge-
stellt. 
 
Murines VE-Cadherin in pGEX-4T-1 (⇒ GST-VE-Cadherinwt) 
Zur Herstellung von GST-VE-Cadherin Fusionsprotein wurden die Aminosäuren 621 bis 
764 von VE-Cadherin in den prokaryotischen Expressionsvektor pGEX-4T-1 kloniert. Mit 
Hilfe der Oligonukleotide VECP12EcoR1.S/VECP8.S wurde das entsprechende VE-
Cadherin-Fragment aus der Ursprungs-cDNA VE-Cadherin in pcDNA3 (Dr. Eric Borges) 
amplifiziert und über die EcoR1-/Sal1-Restriktionsschnittstellen in den pGEX-4T-1 Vektor 
kloniert.  
 
Murines VE-CadherinY685F in pGEX-4T-1 (⇒ GST-VE-CadherinY685F) 
Die Klonierung erfolgte analog zur Herstellung des Konstrukts VE-Cadherin in pGEX-4T-
1. Als Ausgangs-cDNA wurde jedoch die cDNA VE-CadherinY685F in pcDNA3 (hergestellt 
von Stefan Koch) verwendet. 
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Murines N-Cadherin in pGEX-4T-1 (⇒ GST-N-Cadherin) 
Zur Herstellung von GST-N-Cadherin-Fusionsprotein wurde die zytoplasmatische Domäne 
des murinen N-Cadherin (Aminosäuren 747-906) aus dem Ausgangsplasmid N-Cadherin 
in Bluescript KSII unter Verwendung der Oligonukleotide Ncad2EcoR1.S/Ncad1Not1.AS 
amplifiziert. Die Klonierung in den Expressionsvektor pGEX-4T-1 erfolgte über die E-
coR1-/Not1-Restriktionsschnittstellen. 
 
Murines CSKAS57-204 in pKE081myc-#2 (⇒ CSKaa57-204) 
Die im „yeast two hybrid“ gefundene Sequenz der Aminosäuren 57 bis 204 von Maus-
CSK wurde aus dem „prey“-Vektor pVP16 in den eukaryotischen Expressionsvektor 
pKE081myc-#2 (Ebnet et al., 2000) subkloniert. Das CSK-Fragment im Donorvektor und 
der Zielvektor wurden mit Not1 geschnitten, die Überhänge der Schnittstellen mit Klenow 
aufgefüllt und der Expressionsvektor mit der Shrimp Alkaline Phosphatase dephosphory-
liert. Anschließend erfolgte die „blunt“-Ligation des Fragments in den Zielvektor. 
 
Murines CSKwt in pKE081myc-#2 (⇒ CSKwt) 
Zur Klonierung des murinen CSKwt wurde zunächst die „first strand“-cDNA aus bEND.3 
Lysaten mit Hilfe der RT-PCR hergestellt. Aus dieser cDNA wurde CSKwt mit den Oligo-
nukleotiden 1.CSKNot1.S/2.CSKSal1.AS amplifiziert und über die Not1-/Sal1-Restrik-
tionsschnittstellen in den Expressionsvektor pKE081myc-#2 kloniert. Dieses Konstrukt 
umfasst den „open reading frame“ von murinem CSK und ist N-terminal mit einem Myc-
Tag versehen. 
 
Murines CSKR107K in pKE081myc-#2 (⇒ CSKR107k) 
CSKR107K in pKE081myc-#2 wurde von Henrik Vorschmitt im Rahmen eines S-Kurses mit 
Hilfe des QuikChangeTMSite-Directed Mutagenesis Kits hergestellt. Als Ausgangs-cDNA 
wurde das murine CSKwt in pKE081myc-#2 verwendet und die Amplifizierung mit den 
Oligonukleotiden 15.CSKR107K.S/16.CSKR107K.AS durchgeführt.  
 
Murines CSKK222R in pKE081myc-#2 (⇒ CSKK222R) 
Dieses Konstrukt wurde von Henrik Vorschmitt analog zum CSKR107K in pKE081myc-#2 
hergestellt. Zur Amplifizierung wurden die Oligonukleotide 17.CSKR222K.S/-
18.CSKR222K.AS verwendet.  
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Murines CSKwt in pcDNA3.1/CT-GFP-TOPOTM (⇒ GFP-CSKwt) 
Zur Herstellung dieser cDNA wurde Myc-CSKwt aus der cDNA CSKwt in pKE081myc-#2 
mit den Oligonukleotiden 1.Myc-BamH1.S/12.CSKSal1.AS amplifiziert und über die Su-
per-Taq-Polymerase mit einem Adenin-Überhang versehen. Anschließend wurde das 
Fragment direkt mit dem TOPOTM TA Cloning Kit-Vektor pcDNA3.1/CT-GFP-TOPOTM 
ligiert. 
 
Murines CSKwt in pGENE/V5-His 
Der eukaryotische Expressionsvektor pGENE/V5-His ist Bestandteil des GeneSwitchTM-
Systems, das eine Mifepristone abhängige Expression des gewünschten Proteins in eukary-
otischen Zellen gewährleistet. Zur Klonierung der Myc-CSKwt cDNA in den Zielvektor 
wurde diese mit den Oligonukleotiden 1.Myc-BamH1.S/14.CSKBamH1.AS mit Hilfe der 
PCR aus der cDNA CSKwt in pcDNA3.1/CT-GFP-TOPOTM amplifiziert und über die 
BamH1-Restriktionsschnittstelle in den Zielvektor kloniert. 
 
Murines ß-Catenin in pcDNA3 (⇒ ß-Catenin) 
Murines ß-Catenin cDNA wurde von Dr. Jürgen Behrens (MDC, Berlin) kloniert und 
freundlicherweise diesem Labor zur Verfügung gestellt. PD Dr. Klaus Ebnet subklonierte 
die cDNA in den Expressionsvektor pcDNA3. 
 
Murines VEGF-R2 (Flk-1) in pEF6 (⇒ Flk-1) 
Murines Flk-1 wurde unserem Labor von Dr. Urban Deutsch (MPI, Münster) freund-
licherweise zur Verfügung gestellt. 
 
cDNA-Bibliothek in pVP16 
Die im „yeast two hybrid“ eingesetzte cDNA-Bibliothek wurde aus 9,5-10,5 Tage alten 
Mausembryonen hergestellt (Hollenberg et al., 1995). Die cDNA wurde diesem Labor 
freundlicherweise von Dr. Jürgen Behrens (MDC, Berlin ) zur Verfügung gestellt. 
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3.1.13 Zell-Linien 
Tabelle 9: Verwendete Zell-Linien 
Linie 
 
Herkunft Referenz/Bezug 
bEnd.3 Mikrovaskuläres Gehirnendothel der  
Maus 
Dr. Werner Risau, MPI Bad Nauheim 
COS-7 SV 40 transfizierte Affen-Nieren-
Epithelzellen 
(Gluzman, 1981) 
CHO (dhfr-) 
 
Ovarzellen des chinesischen Hamsters (Stanley et al., 1975) 
HUVEC primäre Endothelzellen aus menschli-
chen Nabelschnüren 
unser Labor 
 
3.1.14   Bakterienstämme 
Tabelle 10: Verwendete E.coli-Bakterienstämme 
Stamm 
 
Genotype Referenz 
XL1-blue supE44,hsdR17, recA1, endA1, gyrA46, thi, 
relA1, lacF’, [proAB+, laqIq, lacZ∆M15 
Tn10 (Tcr] 
Stratagene, Amsterdam, Niederlande 
BL21 
 
BF-, ompT, hsdS (r’B-,mB-), gal, dcm Amersham Biosciences, Freiburg 
HB101 leuB6, proA2, recA13, thi-1, ara-14, lacY1, 
galK2, xyl-5, mtl-1, rspL20, supE44, hsdS20
Amersham Biosciences, Freiburg 
TOP 10 
OneShotTM 
F-, mrcA ∆ (mrr-hsdRMS-mcrBC), 
ϕ80lacZ∆M15, ∆lacX74, recA1, deoR, a-
raD139, ∆(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL, 
(StrR), endA1, nupG 
Invitrogen, Groningen, Niederlande 
DH5α F- ϕ80dlacZ∆M15, endA1, hsdR17 (rk-, 
mk+), supE44, thi-I d-,gyrA96∆(lacZYA-
argF), U196 
Promega, Mannheim 
 
3.2 Methoden 
3.2.1 Aufzucht und Lagerung von Bakterienkulturen 
Flüssigkulturen von Bakterien wurden in LB-Medium im Schüttelinkubator bei 200rpm 
und 37°C hergestellt. Die Aufzucht in Petrischalen erfolgte auf LB-Agar bei 37°C. Trans-
formierte Bakterien wurden durch Zugabe von 100µg/ml Ampicillin selektioniert. Für die 
langfristige Lagerung wurden die Bakterien in Flüssigkultur angezogen und bei –80°C in 
25% Glycerol gelagert. 
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Spezielle Materialien: 
Ampicillin, Stock: 100mg/ml; Glycerol; LB-Agar; LB-Medium 
 
3.2.2 Molekularbiologische Methoden 
3.2.2.1 Isolierung von Nukleinsäuren 
Die Reinigung der Nukleinsäuren erfolgte je nach Verwendungszweck und gewünschter 
DNA-Menge mit unterschiedlichen Präparationskits. Für die Reinigung geringer DNA-
Mengen, z.B. für Kontrollrestriktionen oder Sequenzierungen, wurde das High Pure Plas-
mid Isolation Kit eingesetzt, während größere DNA-Mengen mit dem Qiafilter Plasmid 
Maxi Kit gereinigt wurden. Die Durchführung erfolgte jeweils nach den Angaben der Her-
steller. Zur langfristigen Lagerung wurde die DNA in TE-Puffer aufgenommen und bei –
20°C eingefroren.   
 
Spezielle Materialien: 
High Pure Plasmid Isolation Kit; QIAfilter Plasmid Maxi Kit; TE-Puffer 
 
3.2.2.2 Präzipitation von Nukleinsäuren  
Nukleinsäuren wurden aus Lösungen durch die Zugabe von 1/10 Volumen 3M Natrium-
azetat (pH 5,2) und dem 2,5fachen Volumen an Ethanol oder dem 0,8fachen Volumen Iso-
propanol gefällt. Das Präzipitat wurde durch Zentrifugation bei 20.400 x g, 4°C, für 30min 
abzentrifugiert und in 70% Ethanol gewaschen. Zur Entfernung des Alkohols wurde die 
gefällte DNA getrocknet und in TE-Puffer aufgenommen.  
 
Spezielle Materialien: 
3M Natriumazetat; Ethanol; 70% Ethanol in H2O; Isopropanol; TE-Puffer 
 
3.2.2.3 Gelelektrophoretische Trennung von Nukleinsäuren   
Durch molekularbiologische Methoden, wie z.B. der PCR oder dem Restriktionsverdau, 
entstehen Nukleinsäuren verschiedener Größen, die zur weiteren experimentellen Verwen-
dung oder Auswertung getrennt werden müssen. Diese Trennung erfolgte mit Hilfe der 
Elektrophorese in Agarosegelen. Zur Visualisierung der DNA in den Agarosegelen wurde 
Ethidiumbromid verwendet, das in die DNA interkaliert und unter UV-Licht (λ = 366nm) 
detektiert werden kann. Je nach Fragmentgröße wurden Gele mit einem Agarosegehalt 
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zwischen 0,8 und 1,2% (w/v) verwendet. Die entsprechende Menge an Agarose wurde in 
TBE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle gelöst, nach kurzem Abkühlen mit 
0,2µg/ml Ethidiumbromid versetzt und in die Gelapparaturen gegossen. Nach dem Aushär-
ten der Gele wurden diese mit TBE-Puffer überschichtet.  
Die DNA-Proben wurden mit DNA-Probenpuffer versetzt und zusammen mit einem DNA-
Standard auf die Gele aufgetragen. Die Trennung erfolgte, je nach Größe der Gele, bei 50-
150V. Die getrennten Nukleinsäuren wurden mit einem Tanilluminator durch UV-Licht (λ 
= 366nm) detektiert und mit einer Kamera dokumentiert. 
 
Spezielle Materialien: 
Agarose; TBE-Puffer 
 
DNA-Standards:  SMART Ladder (Eurogentic, Heidelberg) 
   1Kb DNA Ladder (Gibco, Karlsruhe) 
   100 bp Ladder (Gibco, Karlsruhe) 
 
DNA-Probenpuffer: 30% Glyerin, in H2O 
   0,25% BPB 
   0,25% Xylen Cyanol FF 
 
3.2.2.4 Reinigung von Nukleinsäuren  
Bei Bedarf wurden die über die Gelelektrophorese getrennten Nukleinsäuren nach der De-
tektion unter dem Tanilluminator aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem QIAquick® Gel 
Extraction Kit gereinigt. Das Kit wurde ebenfalls verwendet, um DNA in verschiedene 
Lösungen zu überführen, ohne dass eine Gelelektrophorese vorangegangen war. Die Rei-
nigung erfolgte nach Anweisung des Herstellers. Die DNA-Fragmente wurden in 30µl H2O 
eluiert und nach Bedarf präzipitiert.  
 
Spezielle Materialien: 
QIAquick® Gel Extraction Kit 
 
3.2.2.5 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren 
Aufgrund der Absorption von UV-Licht der Wellenlänge λ = 260nm durch Nukleinsäuren 
lässt sich deren Konzentration in Lösungen mit Hilfe von UV-Spektrometern bestimmen. 
Die quantitativen Analysen wurden in UV-Licht durchlässigen Quarzküvetten durchge-
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führt und die gemessenen Extinktionen nach folgender Formel in die Nukleinsäurekonzent-
rationen umgerechnet:  
   
c = OD260 x F x Verdünnungsfaktor 
 
mit c = Nukleinsäurekonzentration in [µg/ml], OD260 = Extinktion bei 260nm, F = Multi-
plikationsfaktor (50 für doppelsträngige DNA, 40 für RNA, 37 für einzelsträngige DNA, 
20 für einzelsträngige Oligonukleotide). 
 
Zur qualitativen Analyse, bzw. zur Detektion von Proteinkontaminationen, wurden zusätz-
lich die Extinktionen bei λ = 280nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) ermittelt. Der 
Quotient aus der OD260 und OD280 ist ein Maß für die Proteinverunreinigungen und weist 
in proteinfreien Nukleinsäurelösungen einen Wert zwischen 1,8-2,0 auf. 
Neben der optischen Bestimmung wurden die Konzentrationen von Nukleinsäuren für 
DNA-Sequenzierungen über eine Gelelektrophorese mit Konzentrationsstandards be-
stimmt. 
 
3.2.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifikation spezifischer Nukleinsäuresequenzen wurde die PCR eingesetzt. Wäh-
rend der PCR generiert eine Polymerase aus der Ausgangs-DNA („template“) die ge-
wünschte Sequenz, ausgehend von spezifischen Oligonukleotiden. Deren „annealing“-
Temperatur“ wurde wie folgt nach einer vereinfachten Formel berechnet: 
 
 T(°C) = 4x (nG + nC) + 2x (nA + nT) – 5 
 
In dieser Arbeit wurden die Super-Taq-Polymerase (aus Thermus aquaticus) für Analyse-
PCRs und die Pfu-Polymerase (aus Pyrococcus furiosus) für präparative Amplifikationen 
verwendet. Im Gegensatz zur Super-Taq-Polymerase besitzt die Pfu-Polymerase eine ge-
ringere Fehlerquote durch eine 3‘-5‘ Exonukleaseaktivität. Die 20µl PCR-Ansätze setzten 
sich aus 50ng „template“-cDNA, den Enzympuffern nach Angaben der Hersteller, 800µM 
dNTPs, den spezifischen Oligonukleotiden (1µM), 2mM DTT und 0,01U/µl Super-Taq-
Polymerase oder 0,125U/µl Pfu-Polymerase zusammen. Die Standardbedingungen für die 
PCR sind in  Tabelle 11 zusammengefasst: 
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Tabelle 11: PCR-Standardbedingungen 
 Temp. [°C] Pfu-Polymerase 
 
Super-Taq-Polymerase 
 
1. Initiale Denaturierung:  94°C 3min 3min 
2. Denaturierung 94°C 30s 30s 
3. „Annealing“ variabel 30s 30s 
4. „Elongation“ 72°C 90s 2min 
5. Abschluss 72°C 10min 7min 
6. Lagerung 4°C ∞ ∞ 
Zyklenanzahl der 
Schritte 2-4 
 30x 35x 
 
Spezielle Materialien: 
Desoxynucleotide Mix; DTT, Stock: 1M; Pfu-DNA-Polymerase; Pfu-DNA-Polymerasepuffer; Super-Taq-
Polymerase; Super-Taq-Polymerasepuffer; Spezifische Oligonukleotide (s. Tabellen 4-7) 
 
3.2.2.7 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 
Die RT-PCR ist eine Methode zur Amplifizierung spezifischer cDNA aus der vorliegenden 
mRNA eines Zellsystems. Dafür wird die mRNA der Zellen mit der reversen Transkriptase 
in die cDNA („first strand“-cDNA) transkribiert und die gewünschte Sequenz in einer dar-
auf folgenden PCR amplifiziert. Die Isolierung von mRNA aus bEND.3-Zellen wurde mit 
dem TRIzol®Reagent nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. Von der erhaltenen 
mRNA wurden 5µg in der reversen Transkription eingesetzt. 25µl des RT-Ansatzes in 
DEPC-Wasser enthielten außerdem den Puffer nach Angaben des Herstellers (50mM 
TRIS-HCl (pH 8,5 bei 20°C), 30mM KCl, 8mM MgCl2), 1mM DTT, 4mM dNTPs, 40µM 
oligo dT-Oligonukleotide, 20U RNAse-Inhibitoren und 25U AMV RT Reverse Transcripta-
se. Die Synthese der „first strand“-cDNA wurde bei 37°C (1h) durchgeführt und durch 
Hitzeinaktivierung (95°C, 5min) beendet. Die anschließende Pfu-PCR (s. 3.2.2.6) wurde 
mit der cDNA-Menge äquivalent zu 50ng der mRNA durchgeführt. 
 
Spezielle Materialien: 
AMV RT Reverse Transcriptase; AMV RT Reverse Transcriptase Puffer; DEPC-H2O; DTT, Stock: 1M; oligo 
dT- Oligonukleotide; RNAguard; TRIzol®Reagent 
 
3.2.2.8 Klonierung von Nukleinsäuren in Plasmidvektoren 
Die Herstellung von cDNA-Fragmenten („insert“) erfolgte entweder über die PCR-
Methoden (s. 3.2.2.6, 3.2.2.7) oder durch die Restriktion bereits klonierter cDNA aus Do-
norplasmiden. Um die „inserts“ in ein spezielles Zielplasmid integrieren zu können, wur-
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den sie zusammen mit den Plasmiden mit Restriktionsendonukleasen geschnitten und mit-
einander ligiert. Der Restriktionsverdau mit den jeweiligen Enzymen erfolgte nach Anga-
ben des Herstellers für 1-2h bei 37°C und wurde durch Hitzeinaktivierung (65°C, 20min) 
beendet. Die verdaute DNA wurde über die Gelelektrophorese (s. 3.2.2.3) getrennt und mit 
Hilfe von Agarosegelen gereinigt (s. 3.2.2.4). 
 
Spezielle Materialien: 
BamH1; BamH1-Puffer; EcoR1; EcoR1-Puffer; Not1; Not1-Puffer; Sal1; Sal1-Puffer 
 
3.2.2.8.1 Klenow-Reaktion 
Das  DNA Polymerase I Large Fragment (Klenow) wurde bei Bedarf zum Auffüllen über-
hängender Enden der doppelsträngigen DNA nach dem Restriktionsverdau verwendet und 
erzeugte „blunt end“-Schnittstellen. Jeweils 1µg cDNA wurden mit Klenow nach Angaben 
des Herstellers inkubiert und anschließend gereinigt (s. 3.2.2.4).    
 
Spezielle Materialien: 
DNA Polymerase I Large Fragment (Klenow); DNA Polymerase I Large Fragment Pfuffer; dNTP-Mix 
 
3.2.2.8.2 Dephosphorylierung/Kinasierung 
Bei der Verwendung einer einzigen Restriktionsschnittstelle während der Klonierung re-
ligiert der Vektor zu einem hohen Prozentsatz, ohne das zugegebene cDNA-Fragment zu 
integrieren. Diese Religation wird durch eine Dephosphorylierung des Vektors am 5‘-Ende 
verhindert. Falls das cDNA-„insert“ über PCR-Methoden ohne anschließende Restriktion 
hergestellt worden ist, muss dessen 3‘-Ende zur Durchführung der Ligation phosphoryliert 
werden. 
Die Dephosphorylierung von jeweils 1pmol der Vektoren wurde mit Hilfe der Shrimp Al-
kaline Phosphatase nach Herstellerangaben durchgeführt. Die Phosphorylierung der mit 
PCR hergestellten DNA-Fragmente erfolgte durch Inkubation von 20pmol DNA mit der 
T4 Polynucleotide Kinase, ebenfalls nach Herstellerangaben. Beide Reaktionen wurden zur 
Beendigung bei 65°C, 10min Hitze inaktiviert. Die jeweilige DNA wurde der Reinigung 
unterzogen (s. 3.2.2.4).  
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Spezielle Materialien: 
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP); SAP-Puffer; T4 Polynucleotide Kinase (PNK); PNK-Puffer; 5‘-
Adenosin-Triphosphate (rATP) 
 
3.2.2.8.3 Klonierung von PCR-Produkten 
Die mit PCR hergestellten cDNA-Fragmente wurden zunächst elektrophoretisch getrennt 
(s. 3.2.2.3) und gereinigt (s. 3.2.2.4). In den häufigsten Fällen wurden zur Klonierung der 
Fragmente die über die Oligonukleotide eingefügten Restriktionsschnittstellen verwendet 
(s. 3.2.2.8). Die übrigen Fragmente wurden entweder am 3‘-Ende „blunt“ (nach der 
Phosphorylierung durch die PNK (s. 3.2.2.8.2) und Auffüllen der 5‘-Überhänge des ge-
schnittenen Vektors mit Klenow (s. 3.2.2.8.1)) oder direkt mit Hilfe der TOPO-TA Clo-
ning® Kit in den Vektor kloniert.  
 
3.2.2.8.4 Klonierung mit dem TOPO-TA®Cloning Kit 
Für die Verwendung des TOPO-TA®Cloning Kits ist ein 3‘-Adenin Überhang am DNA-
Fragment unbedingt erforderlich. Da „proof reading“-Polymerasen, zu denen die Pfu-
Polymerase gehört, keine 3‘-Adenin Überhänge erzeugen, wurden die mit Pfu-PCR herge-
stellten Fragmente direkt im gleichen Reaktionsansatz mit 0,01U/µl Super-Taq-
Polymerase versetzt und für 15min bei 72°C inkubiert. Im Gegensatz zu der Pfu-
Polymerase besitzen Taq-Polymerasen eine Sequenz unabhängige terminale Transfera-
seaktivität. Die gereinigten PCR-Fragmente wurden ohne weitere Modifikationen in den 
pcDNA3.1/CT-GFP-TOPOTM nach Angaben des Herstellers kloniert.   
 
Spezielle Materialien: 
pcDNA3.1/CT-GFP-TOPOTM; Super-Taq-Polymerase 
 
3.2.2.8.5 Ligation 
Die Ligationen wurden entweder mit der T4 DNA Ligase oder mit dem Quick Ligation™ 
Kit durchgeführt. Für die T4 DNA Ligase wurde die zu ligierende DNA in einem Zahlen-
verhältnis „insert“-DNA zu Vektor-DNA von 4:1 eingesetzt und die Ligationsansätze nach 
Angaben des Herstellers angesetzt. Die Ligation erfolgte über Nacht bei 16°C. Der Einsatz 
der DNA und die Durchführung der Ligation bei Verwendung des Quick Ligation™ Kits 
entsprachen ebenfalls den Angaben des Herstellers. 
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Spezielle Materialien: 
T4 DNA Ligase; T4 DNA Ligase-Puffer; Quick Ligation™ Kit 
 
3.2.3 Transformation von Bakterien 
3.2.3.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien 
Die Bakterienstämme DH5α, XL1-blue, HB101 und BL21 wurden für die Elektroporation wie 
folgt vorbereitet: 
Die Starterkulturen der entsprechenden Stämme wurden über Nacht in 50ml Flüssigkultur 
angesetzt und 2l LB-Medium auf Raumtemperatur erwärmt. Jeweils 500ml LB-Medium 
wurden in 1l Schüttelkolben überführt und mit 5ml Starterkultur angeimpft. Bei 37°C er-
folgte die Kultivierung der Bakterien, bis eine OD600 von 0,5 erreicht wurde. Anschließend 
wurden die Zellen bei 6000 x g für 10min bei 4°C abzentrifugiert und die Pellets der 4x 
500ml Flüssigkulturen vereinigt. Die weitere Aufbereitung erfolgte bei 4°C mit entspre-
chend vorgekühlten Materialien und Medien. Die Bakterien wurden zweimal in 50ml 1mM 
HEPES-NaOH (pH 7,05) und einmal in 50ml 1mM HEPES-NaOH (pH 7,05) + 10% Gly-
cerol gewaschen. Zur späteren Verwendung wurden die Bakterien in 4ml 1mM HEPES-
NaOH (pH 7,05) + 10% Glycerol aufgenommen und in 50µl Aliquots in einem Etha-
nol/Trockeneisbad schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei –80°C.  
 
Spezielle Materialien: 
Ethanol; 1mM HEPES-NaOH, pH7,05; 1mM HEPES-NaOH, pH7,05 + 10% Glycerol; LB-Medium; Tro-
ckeneis 
 
3.2.3.2 Elektrotransformation von Bakterien 
Die Elektroporation wurde mit Hilfe des GenePulser II mit dem angeschlossenen Pulse 
Controller II durchgeführt und wurde vorwiegend nach der Ligation mit der T4 DNA Liga-
se eingesetzt (s. 3.2.2.8.5). Alle verwendeten Medien und Materialien wurden auf Eis vor-
gekühlt. 50µl der elektrokompetenten Bakterien (s. 3.2.3.1) wurden mit 1-10µl der Liga-
tionsansätze vermischt und mit H2O auf 100µl aufgefüllt. Die Transformation erfolgte in 
0,1cm Elektroporationsküvetten bei 1,8kV, 25µF, 200Ω oder in 0,2cm Küvetten bei 2,5kV, 
25µF und 200Ω. Die transformierten Bakterien wurden direkt nach der Elektroporation in 
900µl auf 37°C vorgewärmtes LB-Medium aufgenommen und für 1h bei 37°C im Schütt-
      Material und Methoden   - 44 - 
ler inkubiert. 100µl, 250µl und 650µl der Ansätze wurden anschließend auf separaten LB-
Platten mit Selektionsantibiotikum ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert.  
 
Spezielle Materialien: 
Ampicillin, Stock: 100mg/ml; 0,1 und 0,2cm Elektroporationsküvetten; LB-Medium; LB-Agarplatten + 
100µg/ml Ampicillin 
 
3.2.3.3 Transformation von chemisch kompetenten Bakterien 
Neben der Elektroporation wurde die chemische Methode zur Transformation von Bakteri-
en eingesetzt. Die chemisch kompetenten TOP10 OneShotTM-Bakterien wurden mit 1-10µl 
Ligationsansatz vermischt und nach Angaben des Herstellers transformiert. Die chemische 
Transformation wurde nach dem Einsatz des TOPO-TA®Cloning Kits (s. 3.2.2.8.4) sowie 
des Quick Ligation™ Kits (s. 3.2.2.8.5) verwendet.  
 
Spezielle Materialien: 
TOP10 OneShotTM 
 
3.2.3.4 „PCR Colony Screen“ 
Zur Bestimmung der Bakterienklone, die das gewünschte Plasmid beinhalten, wurde der 
„PCR colony screen“ verwendet. Potenziell positive Bakterienklone, d.h. die Bakterienko-
lonien, die nach der Transformation die Antibiotikumselektion überstanden haben, wurden 
mit einem autoklavierten Zahnstocher aufgenommen und ein Teil auf eine neue LB-
Agarplatte mit Selektion („master“-Platte) zur weiteren Kultivierung gegeben. Der restli-
che Teil wurde in 50µl Wasser gelöst und für 5min bei 96°C lysiert. Der Zelldebris wurde 
bei 20.400 x g abzentrifugiert und 5µl des Überstandes als „template“ in der Super-Taq-
PCR (s. 3.2.2.6) eingesetzt. Zur Detektion des gewünschten Konstruktes wurden „insert“- 
und vektorspezifische Oligonukleotide verwendet, so dass nur die Klone mit dem enthalte-
nen „insert“ und der richtigen Orientierung ein positives Signal ergaben. Die cDNA der im 
„colony screen“ positiven Klone wurde nach Anwachsen der Bakterien auf der „master“-
Platte für weitere qualitative Analysen, wie z.B. der DNA-Sequenzierung, isoliert (s. 
3.2.2.1).    
 
Spezielle Materialien: 
LB-Agarplatten + 100µg/ml Ampicillin 
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3.2.4 DNA-Sequenzierung 
Zur genauen Analyse der DNA-Sequenz der hergestellten Konstrukte wurde die DNA-
Sequenzierung durchgeführt. Die erhaltenen Sequenzen wurden unter der Verwendung des 
Software-Paketes DNASTAR (DNASTAR Inc., USA) und den Diensten des „National 
Center For Biotechnology Information“ (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) ausgewertet. In 
dieser Arbeit wurden drei Möglichkeiten zur Sequenzierung genutzt: 
 
1. Sequenzierung mit dem ABI® Prism 377 Sequenator  
Für die Sequenzierungsreaktion mit diesem System wurden 0,8µg cDNA zusammen mit 
0,5µl spezifischem Oligonukleotid (10µM), 2µl ABI PRISM® BigDye™ v1.0 ad 5µl mit 
H2O angesetzt und der Sequenzierungs-PCR (s. Tabelle 12) unterzogen. 
 
Tabelle 12: Sequenzierungs-PCR für ABI® Prism 377 Sequenator 
 Temperatur Zeit 
 
1. Initiale Denaturierung:  96°C 1min 
2. Denaturierung 96°C 10s 
3. „Annealing“ variabel 5s 
4. „Extension“ 60°C 4min 
5. Lagerung 4°C ∞ 
Anzahl der Zyklen (Schritte 2-4): 25 
 
Nach abgeschlossener Reaktion wurde der Ansatz mit 15µl Wasser aufgefüllt und die 
DNA in 0,5 ml Eppendorfgefäße gefällt (s. 3.2.2.2). Die präzipitierte DNA wurde in der 
SpeedVac 3min getrocknet, in 2µl ABI-Ladepuffer aufgenommen und direkt vor der Se-
quenzierung für 2min bei 96°C denaturiert.  
Das Sequenziergel wurde aus 25ml Sequenziergellösung durch Zugabe von 175µl 10% 
APS und 7,5µl TEMED hergestellt und nach Polymerisation der Polyacrylamidlösung in 
den Sequenzierer eingespannt. Die Sequenzierung erfolgte nach Angaben des Herstellers.  
 
2. Sequenzierung bei GATC 
Ein Teil der Sequenzierung wurde bei der Firma GATC Biotech AG (Konstanz, 
www.GATC.de) durchgeführt. Die Konstrukte und spezifischen Oligonukleotide wurden 
in der von GATC angegebenen Konzentration zu der Firma geschickt. Die Konzentra-
tionsbestimmung erfolgte sowohl über die OD260 als auch über die analytische Gelelek-
trophorese (s. 3.2.2.5).  
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3. Sequenzierung im Zentrallabor des UKM 
Ein weiterer Teil der Sequenzierungen wurde im Zentrallabor des Universitätsklinikums 
Münster (UKM) durchgeführt. Dafür wurden die Proben wie folgt aufbereitet: 
Die cDNA wurde mit dem High Pure Plasmid Isolation Kit aus den Bakterien isoliert. 
200-400ng der DNA wurden zusammen mit 1µl spezifischem Oligonukleotid (10µM), 2µl 
ABI PRISM® BigDye™ v2.0 und H2O (ad 8µl) angesetzt. Die anschließende Se-
quenzierungs-PCR ist in Tabelle 13 zusammengefasst: 
 
Tabelle 13: Sequenzierungs-PCR zur UKM-Sequenzierung 
 Temperatur Zeit 
 
1. Initiale Denaturierung:  96°C 5min 
2. Denaturierung 96°C 10s 
3. „Annealing“/„Extension“ variabel 4min 
4. Lagerung 4°C ∞ 
Anzahl der Zyklen (Schritte 2-3): 25 
 
Nach der Reaktion wurden die Ansätze mit 10µl H2O aufgefüllt, mit dem DyeEx™ Spin 
Kit nach Angaben des Herstellers gereinigt und am UKM sequenziert. 
 
Spezielle Materialien: 
ABI Loading Buffer; ABI PRISM® BigDye™ v1.0; ABI PRISM® BigDye™ v2.0; High Pure Plasmid Isolati-
on Kit 
 
Sequenziergellösung: 6M Harnstoff  
   4,5% Acrylamid/Bisacrylamidlösung 
   in TBE-Puffer 
 
3.2.5 Zellbiologische Methoden 
3.2.5.1 Kultivierung von Zell-Linien 
Die verwendeten Zell-Linien wurden je nach Bedarf in Gewebekultur-Schalen der Herstel-
ler Falcon und Nalge Nunc mit den Durchmessern von 6mm (96er-„well“), 16mm (24er-
„well“), 35mm (6er-„well“), 90mm und 150mm bis zum Erreichen der Konfluenz in ihrem 
jeweiligen Kulturmedium bei definiertem CO2-Gehalt kultiviert. Zur weiteren Behandlung 
wurden alle verwendeten Medien und Lösungen auf 37°C vorgewärmt. Die Zellen wurden 
zweimal mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA abgelöst (vgl. spezifische Bedingungen 
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der verschiedenen Zell-Linien) und in ihrem jeweiligen Kulturmedium in gewünschter 
Dichte auf neue Platten verteilt. Die Häufigkeit der Passagierungen und die jeweilige Zell-
dichte hingen von den jeweiligen Versuchsbedingungen und dem Zelltyp ab.   
Kultivierung von CHO-Zellen – CHO-Zellen wurden in α-MEM-Vollmedium bei 10% 
CO2 kultiviert. Zur Selektion transfizierter CHO-Zellen wurden dem Medium je nach Re-
sistenz die Antibiotika G418 (800µg/ml), Zeocin (200µg/ml), Hygromycin (200µg/ml), 
Blasticidin (7µg/ml) oder einem Gemisch zugesetzt. Zum Ablösen von CHO-Zellen wur-
den diese für 1min mit Trypsin/EDTA bei RT inkubiert und die Lösung anschließend ab-
gesaugt. Nach weiteren vier Minuten wurden die Zellen direkt von der Platte mit frischem 
Vollmedium abgewaschen und auf neue Platten verteilt.  
 
Kultivierung von COS7-Zellen – COS7-Zellen wurden in DMEM-Vollmedium bei 5% CO2 
kultiviert. Die Zellen wurden analog zu den CHO-Zellen mit Trypsin/EDTA von der Platte 
gelöst und aufgeteilt. 
 
Kultivierung von bEND.3-Zellen – bEnd.3 Zellen wurden in DMEM-Vollmedium bei 10% 
CO2 kultiviert. Vor der Passagierung der Zellen wurden die frischen Gewebekultur-
Schalen für 1h mit 0,2% Gelatine in PBS bei 37°C inkubiert. Vor der Verwendung wurde 
die Gelatine von den Schalen entfernt. Zum Ablösen der Zellen wurden diese für 5-10min 
mit Trypsin/EDTA-Lösung inkubiert, bis sich die ersten Zellen von den Schalen lösten. Zu 
dem Trypsin/EDTA wurden 10ml Vollmedium gegeben, mit diesem Gemisch die Zellen 
von der Platte gewaschen und diese für 5min bei 180 x g zentrifugiert. Die Zellen wurden 
in frischem Medium aufgenommen und auf die neuen Schalen verteilt. 
 
Kultivierung von HUVEC-Zellen – HUVEC-Zellen wurden in M199 Vollmedium bei 10% 
CO2 kultiviert. Die Behandlung der Schalen und das Ablösen der Zellen erfolgten analog 
zu den bEND.3-Zellen.  
 
Spezielle Materialien: 
α-MEM-Vollmedium; Blasticidin; DMEM-Vollmedium; G418; Hygromycin; M199-Vollmedium; 0,05% 
Trypsin / 0,02% EDTA-Lösung; Zeocin 
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3.2.5.2 Kryokonservierung von Zellen 
Die dauerhafte Lagerung von Zellen erfolgte in flüssigem Stickstoff bei –196°C. Zur Kryo-
konservierung wurden die Zellen von den Platten gelöst (s. 3.2.5.1), bei 180 x g und RT 
zentrifugiert und in Einfriermedium aufgenommen. In der Standardprozedur wurden je-
weils pro Ansatz Zellen von 1/3 90mm Schalen in 1ml Einfriermedium konserviert. Die 
aufgenommenen Zellen wurden bei –80°C schockgefroren und nach 24-48h in den Stick-
stoff überführt. 
Kryokonservierte Zell-Linien wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, in 10ml vorge-
wärmtem Zellkulturmedium (s. 3.2.5.1) aufgenommen und bei 180 x g für 5min (RT) 
zentrifugiert. Anschließend wurden sie in 10ml frischem, vorgewärmtem Medium in die 
Schalen zur Kultivierung gegeben. Einen Tag nach dem Auftauen wurde das Zellkultur-
medium erneuert. 
 
Spezielle Materialien: 
Einfriermedium; Zellkulturvollmedien; 0,05% Trypsin / 0,02% EDTA 
 
3.2.5.3 Transfektion von eukaryotischen Zellen 
3.2.5.3.1 Transiente Transfektion mit dem GeneJammerTM Transfection Reagenz 
Zur Transfektion von COS7-Zellen wurde das GeneJammerTM Transfection Reagenz ein-
gesetzt. Diese Methode gewährleistete die Doppeltransfektion der Zellen mit zwei Expres-
sionsplasmiden mit ausreichender Transfektionseffizienz. Einen Tag vor der Transfektion 
wurden die Zellen im Verhältnis 1 zu 7 auf neue Zellkultur-Schalen passagiert, so dass sie 
bei Beginn der Transfektion ca. 50-70% konfluent waren. Zur Transfektion wurden je 1ml 
zusatzfreies DMEM-Medium in 6ml Polystyrolröhrchen gegeben, langsam mit 24µl des 
GeneJammerTM Transfection Reagenz versetzt und für 10min bei RT inkubiert. Anschlie-
ßend wurden 3µg der jeweiligen Plasmid-DNA zugegeben und erneut für 10min bei RT 
inkubiert (wichtig: bei beiden Inkubationen standen die Lösungen vibrationsfrei). Wäh-
renddessen wurde das Zellkulturmedium auf den Zellen durch 3ml frisches Vollmedium (s. 
3.2.5.1) ersetzt. Die 1ml umfassenden Transfektionsansätze wurden nach der Inkubation 
langsam auf die Zellen gegeben und diese für 4h bei 37°C, 5% CO2 inkubiert. Anschlie-
ßend wurden die Schalen mit 6ml Vollmedium aufgefüllt und im Brutschrank (37°C, 5%  
CO2) kultiviert. Nach 36 bis 48h wurden die Zellen in den entsprechenden Experimenten 
eingesetzt. 
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Spezielle Materialien: 
DMEM; DMEM-Vollmedium; GeneJammerTM Transfection Reagenz; 6ml Polystyrolröhrchen 
 
3.2.5.3.2 Stabile Transfektion von CHO-Zellen 
Die stabile Transfektion von CHO-Zellen erfolgte über Elektroporation. Alle Zellkultur-
medien wurden vor der Verwendung auf 37°C erwärmt und die 0,4cm Elektroporationskü-
vetten auf Eis vorgekühlt. Für die Transfektion von CHO-Zellen wurden jeweils ca. 1x107 
Zellen (entsprechen der Zellmenge einer 90mm Schale) zweimal mit PBS auf der Platte 
gewaschen und mit 1ml PBS + 5mM EDTA bis zum Ablösen inkubiert. Die Zellen wurden 
mit 10ml PBS von der Platte genommen, bei 180 x g für 5min sedimentiert, nochmals in 
10ml PBS gewaschen und mit dem CASYTM TT SC1 gezählt. Nach erneuter Zentrifugation 
wurde das Zellpellet mit einer Zellzahl von 1,67x107 Zellen/ml in 600µl PBS aufgenom-
men und mit je 20µg cDNA der entsprechenden Konstrukte versetzt. Die Zell-
/Plasmidlösung wurde in 0,4cm Elektroporationsküvetten überführt und auf Eis für 10min 
inkubiert.  
Die Transfektion wurde mit Hilfe des GenePulser II bei 0,25kV, 950µF, Kapazitätseinstel-
lung „high“, durchgeführt. Im Anschluss wurden die Zellen in 10ml vorgewärmtem Voll-
medium (s. 3.2.5.1) aufgenommen, in verschiedenen Dichten (Verdünnungen: 1/5, 1/10, 
1/20) auf neue Zellkulturplatten gegeben und über Nacht bei 37°C, 10% CO2 kultiviert. 
Am Tag darauf wurde das Medium gegen Vollmedium mit Selektion (Selektionsmedium) 
ausgetauscht. Je nach verwendetem Expressionsplasmid wurden folgende Antibiotika zur 
Selektion verwendet: G418 (800µg/ml), Zeocin (200µg/ml), Hygromycin 200µg/ml), 
Blasticidin (7µg/ml) oder bei mehrfachen Transfektionen mit den entsprechenden Gemi-
schen. Jeden dritten bis vierten Tag wurde das Selektionsmedium gewechselt, bis die 
untransfizierten Zellen abstarben und sich einzelne Kolonien transifizierter Zellen bildeten.  
Die Kolonien wurden am 11. Tag nach der Transfektion wie folgt isoliert: Jede Kolonie 
wurde auf der Unterseite der Kultur-Schale markiert, das Medium abgesaugt und die Zel-
len zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden sterile Glasröhrchen zur Abdich-
tung in steriles Fett getunkt und über die Kolonien gestülpt. Zum Ablösen der Zellen wur-
den die Röhrchen mit 100µl PBS + 5mM EDTA aufgefüllt und bei RT für 5min inkubiert. 
Nach Ablösen der Zellen durch leichtes Auf- und Abpipettieren wurden diese in 16mm 
(24er-„well“) Zellkultur-Schalen mit 1ml Selektionsmedium übertragen und bis zur Kon-
fluenz kultiviert. Zum Erhalt ausreichender Zellzahlen wurden die Zellen bei den nächsten 
Passagen zunächst auf 35mm, dann auf 90mm Zellkultur-Schalen kultiviert und die Ex-
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pression der entsprechenden Proteine entweder biochemisch mit SDS-Page und Western-
Blot (s. 3.2.6.8) oder mit Hilfe der Durchflusszytometrie (s. 3.2.5.7) analysiert. Positive 
Klone wurden kryokonserviert (s. 3.2.5.2).  
Subklonierung – Um auszuschließen, dass die verwendeten Zell-Linien auf heterogenen 
Klongemischen basieren, wurden die positiven „Mutterklone“ subkloniert, d.h. die Zellen 
wurden mit einer Dichte von 0,3 Zellen pro 96er-„well“ ausplattiert. Zur Subklonierung 
wurden die Zellen von 35mm Zellkultur-Schalen mit Trypsin/EDTA abgelöst (s. 3.2.5.1), 
mit dem CASYTM TT SC1 gezählt und auf eine Zelldichte von 3 Zellen/ml in Selektionsme-
dium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in 100µl Aliquots auf 6mm (96er-„well“) 
Platten verteilt, jedes „well“ mit 150µl Medium aufgefüllt und bis zur Konfluenz kultiviert. 
Anschließend wurden die Zellen weiter auf 16mm (24er-„well“), 35mm (6er-„well“) und 
90mm Schalen kultiviert und die Expression der Proteine entweder biochemisch oder mit 
Hilfe der Durchflusszytometrie (s. 3.2.5.7) analysiert. Positive Klone wurden weiter kulti-
viert und/oder kryokonserviert (s. 3.2.5.2). 
 
Spezielle Materialien: 
α-MEM Vollmedium; Blasticidin; CASYTM TT SC1; G418; Hygromycin; PBS; PBS + 5mM EDTA; 0,05% 
Trypsin / 0,02% EDTA-Lösung; Zeocin 
 
3.2.5.4 Induktion der Expression von Myc-CSK in transfizierten CHO-Zellen 
Zur induzierbaren Expression des Myc-CSK wurde dieses mit Hilfe des GeneSwitchTM-
Systems von Invitrogen in CHO-Zellen transfiziert (s. 3.2.5.3.2). Dieses System basiert auf 
einem Hybridregulatorprotein mit einer DNA-bindenden Domäne des GAL4-Promotors 
(aus Hefen), einer verkürzten ligandenbindenden Domäne des menschlichen Progesteron-
Rezeptors und der Aktivierungsdomäne des menschlichen NF-κB-Promotors. Durch die 
Anbindung an das künstliche Steroid Mifepristone funktioniert das Regulatorprotein als 
Liganden abhängiger Transkriptionsfaktor sowohl für die eigene Expression als auch für 
die des gewünschten Proteins. Zur Erzeugung Myc-CSK induzierbarer Zellen wurde der 
Expressionsvektor (pGene/V5-His), auf dem das Zielprotein unter der Kontrolle eines 
Hybridpromotors (GAL4 „upstream activation site“ + „TATA box“-Sequenz vom Adeno-
virus „Major Late E1b Gen“) vorliegt, zusammen mit dem Regulatorvektor pSwitch 
kotransfiziert. Der Vektor pSwitch kodiert für das Regulatorprotein unter der Kontrolle des 
Hybridpromotors GAL4 UAS/TK (Minimalpromotor der Thymidin-Kinase von Herpes 
simplex).  
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Die Induktion der Myc-CSK Expression in den transfizierten Zellen erfolgte durch die Zu-
gabe von 10nM Mifepristone (in Ethanol) zu dem Kulturmedium, während zu den Zellen 
ohne Induktion die gleiche Menge an Ethanol zugesetzt wurde. Die Inkubation betrug 7,5 
bis 20h bei 37°C und 10% CO2. 
 
Spezielle Materialien: 
GeneSwitchTMSystem; Mifepristone in Ethanol 
 
3.2.5.5 In-vivo-Phosphorylierung von endogenen Proteinen 
Vanadat ist ein effizienter Inhibitor von Proteasen und verhindert die Dephosphorylierung 
von Proteinen. Da eukaryotische Zellen Vanadat nicht direkt aus dem Medium aufnehmen 
können, muss dieses vor der in-vivo Verwendung in Pervanadat umgesetzt werden.  
Pervanadat wurde aus 10mM Orthovanadat und 10mM H2O2 in PBS-Puffer durch Inkuba-
tion für 30min bei RT hergestellt und in den Konzentrationen 200µM (bEND.3-Zellen) 
und 333µM (COS7-/CHO-Zellen) zu den Zellen gegeben. Die Dauer der Pervanadat-
Behandlung betrug je nach Versuchsbedingungen zwischen 5 und 20min. 
 
Spezielle Materialien: 
20mM H2O2, in H2O; 50mM Na-Orthovanadat in H2O; 10x PBS 
 
3.2.5.6 Immunhistochemische Färbungen 
CHO-Zellen wurden auf LabTakTMII Chamber SlidesTM mit einer Dichte von 1,5x104 Zel-
len/ml ausgesät und bis zur Konfluenz kultiviert. Sollten die transfizierten CHO-Zellen 
Myc-CSK exprimieren, wurden die Zellen vor der Fixierung für 7,5h mit Mifepristone 
behandelt (s. 3.2.5.4). Die in-vivo Phosphorylierung (s. 3.2.5.5) erfolgte für 5min bei RT. 
Die Zellen wurden zweimal in PBS (4°C) gewaschen und in –20°C kaltem Methanol für 
5min bei –20°C fixiert. Das Methanol wurde entfernt und die Zellen erneut zweimal in 
PBS gewaschen. Zur Reduzierung unspezifischer Bindungen der Antikörper wurden die 
Ansätze mit 1% BSA in PBS für 1h auf Eis geblockt. Anschließend erfolgte die Inkubation 
mit den jeweiligen Primärantikörpern (10µg/ml in 1% BSA in PBS) für 1h auf Eis und den 
fluorophormarkierten Sekundärantikörpern (Verdünnung in 1% BSA in PBS: 1:500 oder 
1:250 für in Glyerin aufgenommene Antikörper) für mindestens 30min auf Eis. Nach jeder 
Antikörperinkubation erfolgten drei Waschschritte in PBS. Die gefärbten Zellen wurden 
mit dem DAKO Fluorescence Mounting Medium mit einem Deckglas versehen und bis 
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zum Aushärten des Mounting-Mediums bei 4°C gelagert. Die Analyse der Immunfluores-
zenzen erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop Axioskop2 mit angeschlossener Digitalka-
mera Model 2.1.1 oder mit dem CLSM TSC SP. 
 
Spezielle Materialien: 
Cy2TM, Cy3TM oder TexRedTM gekoppelte Sekundärantikörper; DAKO Fluorescence Mounting Medium; 
LabTakTMII Chamber SlidesTM; Methanol; PBS; PBS + 1% BSA 
 
3.2.5.7 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) 
Die Expression von Oberflächenmolekülen kann mit Hilfe der Durchflusszytometrie ana-
lysiert werden. Dafür werden diese von spezifischen Antikörpern erkannt und über fluo-
rophorgekoppelte sekundäre Antikörper markiert. Während der Analyse werden die Größe 
und die Granularität der Zellen sowie die Intensität der Fluoreszenzemission ermittelt. Die 
FACS-Analyse gibt u.a. Aufschluss darüber, wie viele Zellen nach einer Transfektion tat-
sächlich das gewünschte Protein exprimieren. Durch vergleichende Analyse kann darüber 
hinaus die jeweilige Menge an exprimierten Proteinen abgeschätzt werden.  
Für diese Art der Expressionskontrolle wurden ca. 1x106 Zellen/Ansatz eingesetzt. Die 
Zellen wurden zweimal auf den Zellkultur-Schalen mit PBS gewaschen und mit PBS 
+5mM EDTA durch 5min Inkubation bei 37°C abgelöst und bei 180 x g 5min zentrifu-
giert. Die sedimentierten Zellen wurden in einer entsprechenden Menge FACS-Puffer auf-
genommen und in 6mm (96er-„well“) Rundbodenplatten a‘ 100µl Aliquots überführt. 
Nach erneuter Zentrifugation bei 260 x g für 10min erfolgte die Inkubation mit den jewei-
ligen primären Antikörpern (10mg/ml in FACS-Puffer) für 1h bei 4°C. Die PE-
gekoppelten Sekundärreagenzien wurden ebenfalls 1h bei 4°C in einer Verdünnung von 
1:100 in FACS-Puffer auf die Ansätze gegeben. Nach jeder Antikörperinkubation wurden 
die Zellen zweimal in FACS-Puffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die 
Zellen in 100µl Cell-Fix-Lösung konserviert und bis zur FACS-Analyse bei 4°C in Dun-
kelheit gelagert. Die Analyse erfolgte in 0,6ml FACS-Röhrchen, in die die Zellsuspension 
überführt und mit 300µl FACS-Flow-Lösung aufgefüllt wurde. Die Messungen mit FACS-
Calibur der Firma Becton-Dickinson und die Auswertung mit der Software CellQuest er-
folgten nach den Angaben des Herstellers.   
 
Spezielle Materialien: 
10x Cell-Fix-Konzentrat; 0,6ml FACS-Röhrchen; PBS + 5mM EDTA; 96er-„well“-Rundbodenplatten 
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FACS-Puffer:  1% BSA, in PBS 
0,04% NaN3 
 
3.2.5.8 Funktionelle Zellexperimente 
3.2.5.8.1 Permeabilitätsexperimente 
Für die Analyse der Durchlässigkeit von Zelleinzelschichten wurden Zellen auf wasser-
durchlässigen Filtern bis zur Konfluenz kultiviert und die Diffusion eines dextrangekoppel-
ten Farbstoffes durch die Zellschicht gemessen (Breviario et al., 1995; Nawroth et al., 
2002).   
Die transfizierten CHO-Zellen wurden in einer Dichte von 1,5x104 Zellen/Filter auf 0,4µm 
Transwell-Filter in 200µl α-MEM Vollmedium ausgesät. Die Zählung der Zellen erfolgte 
nach der Ablösung mit Trypsin/EDTA (s. 3.2.5.1), mit einer Neubauer-Zählkammer oder 
dem CASYTM TT SC1. In einigen Experimenten wurde die untere Filterkammer mit 700µl 
Medium gefüllt. Nach drei Tagen Kultivierung wurden die Zellen für unterschiedliche 
Zeitspannen (4-12h) mit Mifepristone induziert (s. 3.2.5.4). Für das Experiment wurde die 
untere Filterkammer mit 700µl Vollmedium gefüllt, wenn dieser Schritt bei der Aussaat 
noch nicht durchgeführt worden war, und für 15min bei 37°C und 10% CO2 äquilibriert. 
Anschließend erfolgte der Start der Diffusion durch den Austausch von 100µl Medium 
gegen 100µl der FITC-Dextranfarbstofflösung (Endkonzentration: 1mg/ml in Vollmedi-
um). Nach 1h wurde die Diffusion durch Entnahme der Filter beendet und die Fluoreszenz 
mit dem Lambda Fluoro 320 oder dem Fluoromax-2 gemessen (Excitation: λ = 492nm, 
Emission: λ = 520nm). 
 
Spezielle Materialien: 
αMEM-Vollmedium; CASYTM TT SC1; Fluoromax-2; Lambda Fluoro 320; Neubauer-Zählkammer; FITC-
Dextran, 42kD; 0,4µm Transwell-Filter 
 
3.2.5.8.2 Aggregationsexperimente 
Für die Aggregationsexperimente wurden die eingesetzten Zellen vereinzelt und ausge-
zählt. Die Aggregation wurde anhand der Abnahme der Zellzahl durch die Bildung von 
Aggregaten nach einer definierten Zeitspanne auf einem Schüttler bestimmt.  
Die transfizierten CHO-Zellen wurden am Tag vor dem Experiment entweder in der Weise 
umgesetzt, dass sie für das Experiment vereinzelt auf den Platten vorlagen, oder dass sie 
      Material und Methoden   - 54 - 
zum Experiment zu ca. 75-90% konfluent waren. Die Zellen wurden zweimal in PBS und 
einmal in Ablösemedium auf den Zellkultur-Schalen gewaschen. Anschließend wurden sie 
mit 4ml Ablösemedium durch 10min Inkubation bei 37°C von der Platte gelöst und mit 
dem CASYTM TT SC1 gezählt. Währenddessen wurde das Trypsin mit dem gleichen Volu-
men Inhibitionsmedium inaktiviert und die Zellen einmal in Aggregationsmedium gewa-
schen. Die Zellzahl wurde auf 1,3 x 105 Zellen/ml mit Aggregationsmedium eingestellt und 
jeweils 2ml der Suspension auf 60mm Platten verteilt. Pro Ansatz wurden sechs Einzel-
proben untersucht. Die Platten wurden vor der Verwendung mit HANKS + 1% BSA bei 
37°C für 30min beschichtet. Zur Bestimmung der Zellzahl vor der Aggregation wurden 
zwei Ansätze mit 5% Glutaraldehyd für 30min auf Eis fixiert. Die Zellen wurden für 
60min bei 100rpm und 37°C im Schüttler inkubiert und mit 5% Glutaraldehyd fixiert. Die 
Auszählung der gebildeten Aggregate erfolgte nach vorsichtigem Resuspendieren der An-
sätze mit dem CASYTM TT SC1. 
Die Aggregation wurde anhand der Zellzahlen vor und nach der Inkubation anhand folgen-
der Formel berechnet:  
     Aggregation  = (N0 – Nt) / N0 
 mit N0 = Zellzahl vor der Inkubation, Nt = Zellzahl nach der Inkubation 
 
Spezielle Materialien: 
BSA; CASYTM TT SC1; Glutaraldehyd (25%-Lösung); HANKS 
 
Ablösemedium:   HANKs-Medium, in H2O 
    5mM Ca2+ 
    5mM Mg2+ 
    2,5mg/ml Trypsin 
 
Aggregationsmedium:  HANKs-Medium, in H2O 
    25mM HEPES 
    2mM Ca2+ 
    DNAse I, 10µg/ml 
 
HANKs-Medium:  HANKs-Salts, in 1l H2O 
    350mg NaHCO3 
 
Inhibitionsmedium:  DMEM 
    10% FCS 
    Trypsin-Inhibitor (0,1mg/ml) 
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3.2.5.8.3 Proliferationsexperimente 
Zur Bestimmung der Proliferationsrate von Zellen wurden diese im subkonfluenten Zu-
stand ausgesät und die neu gebildeten Zellen mit [Methyl-3H]-Thymidin markiert.  
Die transfizierten CHO-Zellen wurden in einer Dichte von 1,79x104  Zellen/cm2 in 50µl 
Vollmedium ausgesät und über Nacht in 96er-„well“-Platten kultiviert. Anschließend wur-
den die Zellen durch Zugabe von Mifepristone in 50µl Medium induziert (s. 3.2.5.4) und 
nach acht Stunden mit 0,74MBq/ml [Methyl-3H]-Thymidin in 25µl Medium markiert. 
Nach weiteren 20h Inkubation wurde das Medium mit dem Cell Harvester abgesaugt, die 
Zellen zehnmal gewaschen und für 10min mit 140µl Trypsin/EDTA-Lösung bei 37°C in-
kubiert. Nach dem vollständigen Ablösen der Zellen durch mehrfaches Auf- und Abpipet-
tieren wurde die genomische DNA mit dem Cell Harvester auf Filter übertragen. Die Filter 
wurden zehnmal gewaschen, getrocknet und die Radioaktivität mit dem LS6500 Scintilla-
tion Counter gemessen. 
 
Einfluss von VEGF auf die Zellproliferation – Zur Untersuchung des Einflusses von VEGF 
auf die Proliferationsrate der mit Flk-1 transfizierten CHO-Zellen wurden die Zellen mit 
Medien unterschiedlichen FCS-Gehaltes (0 bis 10%) kultiviert. Vier Stunden nach der 
Aussaat in Vollmedium wurde dieses von den Zellen abgenommen und durch 50µl FCS 
reduziertes Medium ersetzt. Nach der Kultivierung über Nacht erfolgte neben der Indukti-
on mit Mifepristone die Zugabe von 0-160 µg/ml VEGF in 50µl des jeweiligen Mediums.  
HUVEC-Zellen wurden in den Zelldichten 8,93x103 und 1,79x104  und Zellen/cm2 ausgesät 
und für vier Stunden in M199 Vollmedium kultiviert (die 96er-„well“-Platten wurden vor 
Versuchsbeginn für 1h mit 0,2% Gelatine in PBS bei 37°C beschichtet). Anschließend 
wurde das Vollmedium gegen 50µl frisches Vollmedium oder 50µl M199 Medium ohne 
FCS und ECGS ausgetauscht und über Nacht kultiviert. Acht Stunden vor der Tritiummar-
kierung wurden die Zellen mit 0 und 25µg/ml VEGF in 50µl Medium stimuliert. 
 
Einfluss von VE-Cadherin auf die Kontakt-Inhibition der Zellproliferation – Der Einfluss 
von VE-Cadherin auf die Kontakt-Inhibition der Zellproliferation der transfizierten CHO-
Zellen wurde durch die Zugabe von funktionellen VE-Cadherin-Antikörpern in das Medi-
um untersucht. Die Zellen wurden in den Dichten von 7,14x104, 1,43x105 und 2,86x105 
Zellen/cm2  ausgesät und während des gesamten Versuches mit je 20µg/ml der Antikörper 
VE1.1, VE57.1 und 11D4.1 inkubiert. Die weitere Versuchsdurchführung erfolgte wie 
bereits oben beschrieben. 
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Spezielle Materialien: 
αMEM-Vollmedium; Cell Harvester; „Glass fibre filter“, Typ G7; [Methyl-3H]-thymidine; LS6500 Scintilla-
tion Counter; M199; M199-Vollmedium; 0,05% Trypsin / 0,02% EDTA-Lösung; VEGF 
 
3.2.6 Biochemische Methoden 
3.2.6.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
Die Bestimmung der Konzentration von Proteinlösungen erfolgte mit einem UV-
Spektrometer bei der Wellenlänge λ = 280nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) in 
Quarzküvetten.  Der Proteingehalt errechnete sich anhand der gemessenen Extinktion nach 
folgender Formel:   
c[mg/ml] = OD280 x 1,4 x Verdünnungsfaktor 
 
Alternativ wurden die Proteinkonzentrationen mit Hilfe der SDS-Page (s. 3.2.6.2) mit defi-
nierten Proteinstandards oder unter Verwendung des BCA Protein Assay Kit (BCA-Test) 
nach Angaben des Herstellers bestimmt.  
 
Spezielle Materialien: 
BCA Protein Assay Kit 
 
3.2.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) 
Zur Trennung und Bestimmung der Molkulargewichte von Proteinen wurde die SDS-Page 
mit definierten Standards verwendet. Die SDS-Page wurde in Minigelapparaturen durchge-
führt. Die Polymerisation des Trenngels wurde durch Zugabe von 0,01% TEMED zu der 
Trenngellösung gestartet und war nach 30 bis 45min bei RT abgeschlossen. Vor der Aus-
härtung des Gels wurde die Lösung in die Gelkammer gegossen und mit Isopropanol über-
schichtet, das vor der Herstellung des Sammelgels abgenommen und mit H2O entfernt 
wurde. Zur Polymerisation des Sammelgels wurden 0,02% TEMED der Sammelgellösung 
zugesetzt und die Lösung auf das Trenngel gegeben. In die Sammelgellösung wurden die 
Probenkämme eingesetzt. Die Aushärtung erfolgte bei RT für 30min. Die fertigen SDS-
Gele wurden in die Gelapparatur eingesetzt und mit Laufpuffer überschichtet.  
Die Proteinproben wurden mit 3x SDS Probenpuffer versetzt und für 5min bei 96°C dena-
turiert. Anschließend wurden sie zusammen mit den Proteinstandards auf die Gele beladen 
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und elektrophoretisch getrennt. Die Gelelektrophorese wurde bei 75 bis 90V gestartet und, 
sobald die Lauffront das Trenngel erreichte, bei 150 bis 175V durchgeführt.  
 
Spezielle Materialien: 
Minigelapparaturen; TEMED-Lösung 
 
Laufpuffer:  250mM TRIS-HCl, pH6,8, in H2O 
   1,92M Glycin 
   34,67mM SDS 
 
Probenpuffer (3x): 375mM TRIS-HCl, pH6,8, in H2O 
   30% Saccharose (w/v) 
   6% SDS 
   0,01% BPB 
   50mM DTT 
 
Trenngellösung:   20 – 40%  30%-ige Acrylamid/Bisacrylamidlösung 
   375mM TRIS-HCl, pH8,8, in H2O 
   0,05% APS 
 
Sammelgellösung: 13% 30%-ige Acrylamid/Bisacrylamidlösung  
   375mM TRIS-HCl, pH 6,8, in H2O 
   0,05% APS 
 
Proteinstandards:  SDS Page Standards Broad Range (Bio-Rad) 
   Prestained SDS Standards High Range (Bio-Rad) 
   Prestained SDS Standards Low Range (Bio-Rad) 
   CFA626, [14C] Protein Molecular Weight Marker (Amersham Pharmacia) 
 
 
3.2.6.3 Coomassiefärbung von Proteinen in SDS-Gelen 
Zur Visualisierung der Proteine innerhalb von SDS-Gelen wurde die Coomassiefärbung 
eingesetzt. Die Gele wurden nach der SDS-Page für 30min in der Coomassielösung und 
anschließend für mehrere Stunden in mehrfach gewechselter Entfärberlösung inkubiert 
sowie abschließend auf einem Geltrockner getrocknet. 
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Spezielle Materialien: 
Coomassiefärbelösung: 45% Methanol, in H2O 
   10% Essigsäure 
   0,25% Coomassie 
 
Entfärberlösung:  10% Ethanol, in H2O 
   10% Essigsäure 
   10% Methanol 
     
3.2.6.4 Detektion von Proteinen durch Autoradiographie/Fluorographie 
Die radioaktiv markierten Proteine wurden nach der SDS-Page in den SDS-Gelen für 
30min mit 10% Essigsäure fixiert und bei 35S markierten Proteinen die Sensitivität der Au-
toradiographie durch 30min Inkubation mit dem AmplifyTM verstärkt (Fluorographie). An-
schließend wurden die Gele auf einem Geltrockner für 2h getrocknet. Die Analyse erfolgte 
über die Autoradiographie/Fluorographie unter Verwendung von ECL-Hyperfilmen in 
Kombination mit einer Verstärkerfolie. 
 
Spezielle Materialien: 
AmplifyTM NAMP100; ECL-Hyperfilm; 10% Essigsäure in H2O 
 
3.2.6.5 „GST-Pulldown“-Experimente 
Für die In-vitro-Analyse von Protein-Protein-Interaktionen wurden die „GST-pulldown“-
Experimente verwendet. Bei dieser Methode wurden GST-Fusionsproteine an Glutathion-
Sepharose-„beads“ gekoppelt und nach Inkubation mit Lysaten die assoziierten Proteine 
präzipitiert und analysiert. Die potenziellen Bindungspartner wurden in dieser Arbeit in 
Retikulozytenlysat exprimiert und mit 35S markiert. 
 
Herstellung und Reinigung von GST-Fusionsproteinen 
Die Fusion des zu untersuchenden Proteins mit Teilen der Glutathion-S-Transferase (GST) 
war notwendig, um eine leichte Reinigung der Proteine mit Hilfe von Glutathion-
Sepharose, die an den GST-Teil bindet, und um eine spätere Präzipitation aus den Lysaten 
gewährleisten zu können. Für die Herstellung dieser Proteine wurde der Expressionsvektor 
pGEX-4T-1 verwendet. 
      Material und Methoden   - 59 - 
Die GST-Fusionsproteine wurden in dem Bakterienstamm BL21 exprimiert und aus dessen 
Lysaten gereinigt. Der BL21-Stamm zeichnet sich durch eine reduzierte proteolytische 
Aktivität aus, die auch die Reinigung größerer Proteinmengen ermöglicht. 
Eine Starterkultur der Bakterien wurde über Nacht in 50ml LB-Medium + 100µg/ml Am-
picillin bei 37°C, 200rpm angezogen. 200ml Induktionsmedium wurden mit einer Starter-
kultur so inokuliert, dass eine OD600 von 0,2 erreicht wurde. Die Kultur wurde bis zu einer 
OD600 von 0,5 bei 37°C, 200rpm, kultiviert (ca. 2h) und die Proteinsynthese durch Zugabe 
von IPTG (0,5mM Endkonzentration) gestartet. Währenddessen wurden alle verwendeten 
Materialien und Geräte auf 4°C vorgekühlt. Nach 2h Inkubation bei RT wurden die Bakte-
rien für 15min bei 1300 x g und 4°C abzentrifugiert, das Zellpellet in 25ml Lysepuffer auf-
genommen und mit Hilfe der French Pressure Cell Press lysiert. Der Zelldebris wurde bei 
10.000 x g für 30min abzentrifugiert und verworfen. Der Überstand wurde durch einen 
0,45µm Sterilfilter gereinigt.  
Affinitäts-Chromatographie – Die Glutathion-Sepharose wurde nach Angaben des Herstel-
lers in Econo-Säulen vorbereitet. Für die Reinigung von bis zu 5mg Fusionsprotein wurden 
1ml gequollene Glutathion-Sepharose-„beads“ verwendet. Die Bakterienlysate wurden auf 
die Säulen gegeben und zweimal mit fünf Bettvolumina PBS gewaschen. Die Elution der 
gebundenen Proteine erfolgte mit 5ml Bettvolumina Elutionspuffer in fünf Fraktionen.  
Die Fraktionen mit ausreichendem Proteingehalt (OD600 ≥ 0,1, s. 3.2.6.1) wurden vereinigt 
und  zweimal in 5l Dialysemedium für mindestens 2h mit Hilfe einer Slide-A-Lyzer Dialy-
se-Kassette dialysiert. Anschließend wurden die Proteine in Centricons YM-30 nach den 
Angaben des Herstellers aufkonzentriert, erneut die Konzentration bestimmt, im Verhältnis 
1:1 mit Glycerin versetzt und bei –20°C gelagert.  
Die Qualität und Quantität der Proteine wurde mit der SDS-Page (s. 3.2.6.2) und anschlie-
ßender Coomassiefärbung (s. 3.2.6.3) überprüft.  
 
Spezielle Materialien: 
Centricon YM-30; Glutathion-Sepharose; LB-Medium + 100µg/ml Ampicillin; Slide-A-Lyzer Dialyse-Kas-
setten 
 
Dialysepuffer:   50mM HEPES, pH7,4, in H2O 
 
Elutionspuffer:  100mM TRIS-HCl, pH8,0, in H2O 
   10mM Glutathion 
   10µg/ml Leupeptin 
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Lysepuffer:  PBS 
   1 Tablette „complete“ protease inhibitor/25ml  
     
Phosphorylierung der GST-Fusionsproteine mit der p60c-src 
Zur Analyse der phosphorylierungsabhängigen Protein-Interaktionen wurden die GST-
Fusionsproteine mit der menschlichen c-Src Kinase p60c-src in-vitro an ihren Tyrosinresten 
phosphoryliert. Die p60c-src-Ansätze setzten sich aus 10µg Fusionsprotein (Endkonzentrati-
on: 33,3µg/ml), 0,1mM rATP und 30U/ml p60c-src in 300µl Kinasepuffer zusammen. Die 
Phosphorylierung erfolgte bei 30°C für 20min und wurde durch Zugabe von 13,3mM 
EDTA beendet. Die Lagerung erfolgte bis zur weiteren Verwendung auf Eis. 
 
Spezielle Materialien: 
5‘-Adenosin-Triphosphate, rATP; 0,5M EDTA; p60c-src 
 
Kinasepuffer:  20mM HEPES, pH7,4,  in H2O 
   10mM MgCl2 
   2mM MnCl2 
 
Kopplung der GST-Fusionsproteine an Glutathion-Sepharose 
Pro Ansatz wurden 50µl gequollene Glutathion-Sepharose-“beads“ dreimal in B-Puffer 
gewaschen und in B-Puffer aufgenommen, so dass das Endvolumen 600µl betrug. An die 
„beads“ wurden jeweils 10µg GST-Fusionsproteine durch Inkubation für 30min bei 4°C 
auf einem Überkopfschüttler gekoppelt. Anschließend erfolgten drei Waschschritte mit B-
Puffer, die Aufnahme in 600µl B-Puffer und die Lagerung auf Eis. 
 
In-vitro-Expression von Proteinen im Retikulozytenlysat 
Zur Analyse der potenziell assoziierten Proteine wurden diese im TNT®Quick-
Retikulozytenlysat exprimiert und metabolisch mit L-[35S]-Methionin markiert. Die cDNA 
der jeweiligen Konstrukte wurde vor der Expression gefällt (s. 3.2.2.2) und in RNAse frei-
en DEPC-Wasser aufgenommen. Die Ansätze setzten sich wie folgt zusammen: 1µg 
cDNA, 40µl TNT®Quick-Lysat, 2µl L-[35S]-Methionin ad 50µl mit DEPC-Wasser. Die 
Expression der Proteine erfolgte während der Inkubation der Ansätze bei 30°C für 2h. Zur 
Kontrolle der Expression wurden jeweils 1µl der Lysate entnommen und der SDS-Page 
unterzogen (s. 3.2.6.2). 
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In-vitro-Analyse der Protein-Protein-Interaktion 
Für die Anbindung der im Retikulozytenlysat exprimierten Proteine an die GST-
Fusionsproteine wurden jeweils 10-15µl der Lysate zu den gekoppelten Proteinen gegeben 
und für 2h bei 4°C auf einem Überkopfschüttler inkubiert. Anschließend wurden die An-
sätze fünfmal mit B-Puffer gewaschen, der SDS-Page unterzogen (s. 3.2.6.2) und mit Hilfe 
der Autoradiographie (s. 3.2.6.4) analysiert. Zur Kontrolle der Kopplung der GST-
Fusionsproteine an die Sepharose-“beads“ wurden 1/10 der jeweiligen SDS-Page-Proben 
auf separaten Gelen getrennt und mit Coomassielösung gefärbt (s. 3.2.6.3). 
 
Spezielle Materialien: 
Glutathion-Sepharose-“beads“ 4B; L-[35S]-methionine; TNT®Quick Coupled Transcription/Translation Sys-
tem  
 
B-Puffer: 10mM HEPES-NaOH, pH7,4, in H2O 
  100mM KCl 
  1mM MgCl2 
  0,1% Triton X-100 
 
3.2.6.6 Herstellung von Zell-Lysaten 
Zur Solubilisierung von Proteinen aus Zellen wurden Zell-Lysate hergestellt. Je nach Zu-
sammensetzung der Lysepuffer wurden unterschiedliche Proteinfraktionen analysiert. Tri-
ton X-100 zerstört als anionisches Detergenz die Zellmembranen und löst sowohl die darin 
enthaltenen als auch die im Zytoplasma vorliegenden Proteine unter nahezu nativen Be-
dingungen. Größere Proteinkomplexe können mit Hilfe dieser Methode analysiert werden. 
An das Zytoskelett assoziierte und im Zellkern befindliche Proteine bleiben allerdings na-
hezu ungelöst. Auf Harnstoff basierende Lysepuffer schließen hingegen die gesamte Zelle 
unter denaturierenden Bedingungen auf. Größere Proteinkomplexe zerfallen, so dass diese 
Methode häufig zur Analyse einzelner Proteine verwendet wird. Bei Kombination der nati-
ven und denaturierenden Lyse können sowohl Proteinkomplexe als auch die an das Zy-
toskelett assoziierten Proteine nachgewiesen werden. 
 
Native Lyse von Zellen mit Triton X-100   
Für die native Lyse wurden für die bEnd.3-Zell-Linie die Zellen von drei 150mm Zellkul-
tur-Schalen (ca. 5x107 Zellen) pro Ansatz verwendet, während für COS7- und CHO-Zell-
Linien die Zellen einer 90mm Schale (ca. 1x107 Zellen) ausreichten. Zur Induktion von 
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Myc-CSK wurden die transfizierten CHO für 16-20h mit Mifepristone induziert (s. 
3.2.5.4). Die Dauer der In-vivo-Phosphorylierung (s. 3.2.5.5) betrug für bEND.3 14min, für 
COS7 20min und für CHO 15min. 
Lyse auf der Schale – Alle verwendeten Medien und Geräte wurden auf 4°C vorgekühlt. 
Die Zellen wurden zweimal mit PBS auf der Schale gewaschen und anschließend mit 1ml 
Triton X-100-Lysepuffer pro Schale lysiert. Zur vollständigen Lyse wurden die Zellen mit 
einem Zellschaber von der Schale genommen und für 30min bei 4°C auf einem Über-
kopfschüttler inkubiert. Die Abtrennung der unlöslichen Proteine erfolgte bei COS7- und 
CHO-Lysaten durch Zentrifugation für 30min bei 20.400 x g, während bEnd.3-Lysate zu-
sätzlich bei 50.000 x g für 1h gereinigt wurden. Von dem Überstand wurden Aliquots zur 
Analyse der Proteinexpression über die SDS-Page (s. 3.2.6.2) und den Western-Blot (s. 
3.2.6.8) abgenommen und der Rest für die Immunopräzipitation eingesetzt.  
Ernten der Zellen mit anschließender Lyse – Sollten Proteinkomplexe zu verschiedenen 
Konfluenzstadien der Zellen analysiert werden, wurden die Zellen vor der Lyse geerntet 
und in Stickstoff schockgefroren. Dazu wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewa-
schen und in 1ml PBS + 2x Protease-Inhibitoren pro Schale mit Hilfe von Zellschabern 
von den Schalen genommen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation für 5min bei 180 x g 
pelletiert und nach Abnahme des Überstandes in flüssigem Stickstoff schockgefroren so-
wie bei –20°C gelagert. Die Lyse erfolgte durch Zugabe von 1ml Triton X-100 Lysepuffer 
pro eingesetzter Platte und wurde, wie oben beschrieben, weitergeführt. 
 
Denaturierende Lyse von Zellen mit Harnstoff 
Zur Herstellung von Gesamt-Zell-Lysaten wurden pro Ansatz die Zellen einer 35mm Scha-
le (ca. 3x106 Zellen) verwendet. Der Harnstoff/SDS-Lysepuffer wurde frisch angesetzt und 
auf 96°C vorgewärmt. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und auf den Scha-
len in 150µl Lysepuffer lysiert. Die Lysate wurde bei 96°C für 5min inkubiert und an-
schließend über SDS-Page (s. 3.2.6.2) und Western-Blot (s. 3.2.6.8) analysiert. Falls not-
wendig, wurde vor der Analyse die Proteinkonzentration mit Hilfe des BCA-Tests (s. 
3.2.6.1) bestimmt und die Konzentrationen der einzelnen Ansätze aneinander angeglichen. 
 
Kombinierte nicht-denaturierende und denaturierende Lyse 
Die Kombination beider Lysemethoden wurde zur Analyse der zytoskelettassoziierten Pro-
teine verwendet. Zunächst wurden die Triton-X-100 löslichen Proteine durch eine Triton 
X-100-Lyse (s.o.) entfernt. Die Zentrifugation nach der Zelllye erfolgte bei 2700 x g in 
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2ml Eppendorfgefäßen mit Rundboden. Die Triton-X-100 unlöslichen Proteine des Pellets 
wurden einmal in 5ml Triton X-100-Lysepuffer und einmal in 1:10 verdünntem Triton X-
100 Lysepuffer gewaschen und jeweils unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die 
Lyse der Triton-X-100 unlöslichen Proteinfraktion erfolgte in 96°C warmem Harnstoff-
Lysepuffer mit Ultraschallbehandlung. Zur vollständigen Umsetzung wurden die Ansätze 
bei 96°C für 5min inkubiert. Die Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des BCA-Tests 
(s. 3.2.6.1) bestimmt und die Konzentrationen der einzelnen Ansätze aneinander angegli-
chen. Anschließend erfolgte die Analyse über SDS-Page (s. 3.2.6.2) und Western-Blot (s. 
3.2.6.8). 
 
Spezielle Materialien: 
PBS; Cell Lifter 
 
Triton X-100-Lysepuffer:  50mM TRIS-HCl, pH 7,4, in H2O 
    150mM NaCl 
    1mM CaCl2 
    1% Triton X-100 
    0,04% Na-Azid 
 
Protease-Inhibitoren:  1mM PMSF 
    1mM Benzamidin 
    10µg/ml Leupeptin 
    10µg/ml Aprotinin 
    20µM Na-Orthovanadat 
    oder: eine Tablette „complete“ protease inhibitor, EDTA free 
 
Harnstofflysepuffer:  62mM TRIS-HCl, pH6,8 in H2O 
    8M Harnstoff 
 
Harnstoff/SDS-Lysepuffer: 62mM TRIS-HCl, pH6,8 in H2O 
    8M Harnstoff 
    2% SDS 
 
3.2.6.7 Immunopräzipitation (IP) 
Die Immunopräzipitation ist eine Methode zur spezifischen Anreicherung und Reinigung 
von Proteinen aus Lösungen mit Hilfe von Antikörpern. Gebildete Antikörper-
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Proteinkomplexe können durch Kopplung an Sepharose-„beads“ aus den Lösungen isoliert 
und anschließend gewaschen werden.  
Immunopräzipitationen wurden bei 4°C auf dem Überkopfschüttler durchgeführt. Zu den 
Triton X-100-Lysaten wurden 40-50µl gequollene Protein-A-Sepharose- oder Protein-G-
Sepharose-„beads“ zusammen mit 5µg Antikörper gegeben und die Proteine über Nacht 
präzipitiert. Alternativ wurden in einigen Experimenten die Antikörper vor der IP an 50µl 
„beads“ in einem Kopplungsansatz von 600µl in Triton X-100 Lysepuffer für 1-2h bei 4°C 
(Überkopfschüttler) gekoppelt, abzentrifugiert und den Lysaten zugesetzt.  
Nach der IP wurde die Sepharose zusammen mit den gebundenen Antikörper-
Proteinkomplexen 4-5 mal in 1ml Lysepuffer gewaschen. Die präzipitierten Proteine wur-
den mit Hilfe der SDS-Page (s. 3.2.6.2) und des Western-Blots (s. 3.2.6.8) analysiert.  
 
Spezielle Materialien: 
Protein-A-Sepharose; Protein-G-Sepharose, spezifische Antikörper 
 
3.2.6.8 Western-Blot 
Der Western-Blot ist eine Methode zur Identifizierung der mit Hilfe der SDS-Page ge-
trennten Proteine. Diese werden auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen und von ei-
nem spezifischen Antikörper (primären Antikörper) erkannt. Mit einem sekundären Anti-
körper, der gegen den primären Antikörper gerichtet und mit einer enzymatischen Nach-
weiskomponente gekoppelt ist, kann die Proteinbande visualisiert werden.  
 
„Semi dry blot“ – Für den Elektrotransfer der Proteine auf die Nitrozellulose-Membran mit 
der „semi dry blot“-Apparatur wurden sowohl das SDS-Gel (s. 3.2.6.2) als auch 6 Blatt 
Whatman-Papier (0,4mm) und die Nitrozellulose mit „semi dry“-Transferpuffer äqui-
libriert. Das Gel wurde auf die Membran aufgelegt und von beiden Seiten mit 3 Blatt 
Whatman-Papier umgeben. Der Transfer erfolgte bei einer Stromstärke von 5mA/cm2 für 
30min. 
 
„Wet blot“ – Zur Nutzung der „wet blot“-Apparatur wurde das SDS-Gel auf die mit „wet 
blot“-Transferpuffer getränkte Membran gelegt und mit je einem Blatt entsprechend be-
handeltem Whatman-Papier (1,2mm) umgeben. Der Transfer erfolgte im „wet“-
Transferpuffer bei einer Stromstärke von 250mA für 2h. 
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Nach dem Transfer wurden die Membranen zur Reduzierung von unspezifischer Antikör-
peranbindung 1h in BLOTTO + 0,04% NaN3 bei RT geblockt und mit dem primären Anti-
körper für 1h bei RT inkubiert. Gereinigte Antikörper wurden in der Konzentration von 2-
5µg/ml oder nach Herstellerangaben in BLOTTO + 0,04% NaN3 eingesetzt, Hybri-
domüberstände wurden im Verhältnis 1:2 mit BLOTTO verdünnt. Überschüssige primäre 
Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen in 50ml TBST für je 5min entfernt. Der 
peroxidasegekoppelte sekundäre Antikörper wurde in der Konzentration von 1µg/10ml in 
BLOTTO (ohne NaN3) eingesetzt und für 1h bei RT auf die Membran gegeben. Nach 
dreimaligem Waschen in 50ml TBST für jeweils 10min wurden die Proteine mit Hilfe des 
ECL-Systems nach Herstellerangaben visualisiert. 
Bei Verwendung des Phosphotyrosinantikörpers RC20H wurde die Membran anstatt mit 
BLOTTO mit 1% BSA in TBST für 1h bei 37°C geblockt. Der Antikörper wurde mit einer 
Verdünnung von 1:1000 eingesetzt und für 1h bei RT auf die Filter gegeben. Da der 
RC20H direkt an eine Peroxidase gekoppelt ist, entfiel die Inkubation mit einem sekundä-
ren Antikörper. Nach fünfmaligem Waschen in TBST für je 1min wurde die ECL-Reaktion 
nach Angaben des Herstellers durchgeführt.   
Die Nitrozellulose-Membran eines Experimentes konnte für die Detektion verschiedener 
Proteine genutzt werden. Falls es die Molekulargewichte der Proteine und die Antikör-
perspezifitäten zuließen, wurde die Membran nach der ersten ECL-Entwicklung einmal in 
50ml TBST gewaschen und erneut für 1h in BLOTTO + 0,04% Na-Azid geblockt. An-
schließend erfolgte die Inkubation mit dem neuen primären und den sekundären Antikör-
pern wie oben beschrieben. War es notwendig, die Antikörper der ersten Inkubation zu 
entfernen, wurde die Membran in 0,2M Glycin (pH2,5) für 30min bei RT inkubiert und 
dreimal mit 50ml TBST gewaschen. Im Anschluss daran wurde die Membran geblockt und 
mit den neuen Antikörpern inkubiert. Zur Detektion der Markerproteine des SDS Page 
Standard Broad range wurden die Membranen für 30min in TBST gewaschen und für 
5min mit Ponceau S gefärbt. Nach Entfärbung in H2O wurden die Markerbanden abge-
schnitten und getrocknet. 
 
Spezielle Materialien: 
ECLTM Hyperfilm; ECLTM western blotting detection reagent; 0,2 M Glycin, pH 2,5; 4% NaN3; Nitrozellulo-
se-Membran Optitran BA-S85; Ponceau S; SDS Page Standard Broad range; „semi dry blot“-Apparatur; 
TBST; TBST + 1% BSA; „wet blot“-Apparatur; 0,4mm Whatman-Papier GB002; 1,2mm Whatman-Papier 
GB005 
 
      Material und Methoden   - 66 - 
BLOTTO:   TBST 
    4% Magermilchpulver 
    +/- 0,04% NaN3 
„wet“-Transferpuffer:  12,4mM TRIS-HCl, in H20 
    95,9mM Glycin 
 
10x „semi dry“-Transferpuffer: 48mM TRIS-HCl, in H2O 
    39mM Glycin 
    0,037% SDS 
 
3.2.6.9 In-vitro-Analyse von Kinaseaktivitäten 
Zur Analyse der Kinaseaktivitäten der hergestellten CSK-Mutanten (s. 3.1.12), wurden die 
entsprechenden cDNAs transient in COS7-Zellen transfiziert (s. 3.2.5.3.1). Nach der Tri-
ton-X-100-Lyse (s. 3.2.6.6) und Immunopräzipitation (s. 3.2.6.7) wurden die Antikörper-
Proteinkomplexe zusammen mit den gekoppelten Sepharose-„beads“ für die Autophospho-
rylierung der Proteine mit radioaktiv markiertem 32P-ATP eingesetzt. Nach der IP wurden 
die Komplexe zweimal in 1ml Triton-Lysepuffer, zweimal in 1ml TNE und einmal in 1ml 
Kinasepuffer gewaschen. Anschließend wurden sie in 50µl Kinasepuffer aufgenommen 
und mit 5,55MBq/ml [γ-32P]ATP für 30min bei 30°C inkubiert. Nach zweimaligem Wa-
schen in 1ml TNE-Puffer wurden die Proteine durch SDS-Page (s. 3.2.6.2) und Autoradio-
graphie (s. 3.2.6.4) analysiert. 
 
Spezielle Materialien: 
[γ-32P]ATP; Triton X-100-Lysepuffer (s. 3.2.6.6) 
 
Kinasepuffer:  50mM TRIS-HCl, pH7,5, in H2O 
   7mM MgCl2 
   5mM MnCl2 
   1mM DTT 
 
TNE-Puffer:  50mM TRIS-HCl, pH8,0, in H2O 
   140mM NaCl 
   5mM EDTA 
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3.2.6.10 „Yeast Two Hybrid Screen“ 
Der „yeast two hybrid screen“ ist eine Methode zur Identifizierung von möglichen Interak-
tionspartnern eines Proteins aus einer Bank mit einer großen Anzahl an Proteinen. Ermög-
licht wird dies durch die trennbaren, funktionell unabhängigen Domänen von eukaryoti-
schen Transkriptionsfaktoren, die in die DNA-Bindungsdomäne und die Aktivierungsdo-
mäne aufgeteilt werden können (Fields and Song, 1989; Schiestl and Gietz, 1989). Die 
nativen Transkriptionsfaktoren initiieren die Transkription der von ihnen regulierten Gene 
durch die RNA-Polymerase II jenseits der „upstream activation site“. Bei der rekombinan-
ten Trennung beider Domänen kann die Transkription der jeweiligen Gene erst nach einer 
erneuten räumlichen Kopplung eingeleitet werden. Dieser Sachverhalt wird für den   
„yeast two hybrid screen“ genutzt, indem beide funktionelle Domänen mit den zu untersu-
chenden Proteinen kombiniert werden. Interagieren diese Proteine miteinander, werden die 
Domänen zusammengeführt, so dass ein Reportergen transkribiert wird und dessen Pro-
dukt analysiert werden kann. Wird eine der Domänen mit dem zu untersuchenden Protein 
(„bait“) und die andere Domäne durch die Herstellung einer cDNA-Bank mit möglichst 
vielen Proteinen („prey“) kombiniert, können aus dieser Anzahl mögliche Bindungspart-
nern die spezifischen Partner isoliert werden.   
Das in dieser Arbeit verwendete „yeast two hybrid“-System basiert auf dem Clontech 
Matchmaker Two Hybrid System-Protokoll (Clontech, Heidelberg) in Kombination mit 
einem modifizierten Protokoll nach Vojtek (Vojtek et al., 1993). Für den „screen“ wurde 
die DNA-Bindungsdomäne des Transkriptionsfaktors LexA an das zu untersuchende 
„bait“-Protein gekoppelt. Zur Herstellung dieses Fusionsproteins wurde der Expressions-
vektor pBTM116 verwendet (s. 3.1.12), der neben dem „bait“-Protein auch für die TPR-
Met-Kinase kodierte. Über den Einsatz dieser Kinase wurde eine effiziente In-vivo-
Phosphorylierung der Proteintyrosinreste erreicht, die zur Erfassung von phosphorylie-
rungsabhängigen Bindungen notwendig war. Die „prey“-Proteine wurden mit der Aktivie-
rungsdomäne des Transkriptionsfaktors VP16 fusioniert. In dieser Arbeit wurde die so ge-
nannte „Hollenberg“-Bibliothek eingesetzt, die ca. 5x106 unterschiedliche cDNAs von 9,5-
10,5 Tage alten Mausembryonen umfasst. Als Expressionsvektor für diese cDNA-Bank 
wurde der pVP16 (s. 3.1.12) verwendet (Hollenberg et al., 1995). Die beiden Konstrukte 
wurden in den Hefestamm L40 transfiziert, der defizient für die Biosynthese der Amino-
säuren Tryphtophan, Leucin und Histidin ist. 
In dem verwendeten System wurden zwei Reportergene zur Identifizierung positiver Klone 
verwendet: zur Selektion von positiven Klonen wurde das HIS3-Gen durch die Inkubation 
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der Hefen auf Medium ohne Histidin verwendet. Auf diesem Medium konnten nur die He-
fen anwachsen, in denen der Transkriptionsfaktor durch eine Protein-Protein-Interaktion 
wieder funktionell war und sie so zur Bildung von Histidin befähigte. Zur Reduktion von 
positiven Klonen, deren Interaktion auf unspezifische Bindung zurückzuführen war, wurde 
die Histidinbiosynthese durch Zugabe von 3-Aminotriazol erschwert. Diese Substanz ist 
ein Inhibitor der Histidinbiosynthese und wirkt konzentrationsabhängig, so dass bei ent-
sprechender Dosierung (s. „bait check“, 3.2.6.10.5) die Hefen nur bei starken Protein-
Interaktionen anwuchsen. Die anschließende Verifizierung des Ergebnisses wurde über das 
lacZ-Gen, das für das Enzym ß-Galaktosidase kodiert, durchgeführt. Die Aktivität dieses 
Enzyms wurde über die Umsetzung des Substrates X-Gal und der damit eintretenden Blau-
färbung der Kolonien analysiert (s. 3.2.6.10.7). 
Die beiden übrigen Aminosäuren, für die L40 defizient ist, wurden zur Selektion der mit 
den Plasmiden erfolgreich transfizierten Hefen verwendet. Der „bait“-Vektor ermöglichte 
den  Hefen das Wachstum im Tryptophan-Mangelmedium über das Trp1-Gen, während 
der „prey“-Vektor mit Hilfe des Leu2-Gens und unter Verwendung von Leucin-
Mangelmedium selektiert werden konnte.  
Zur Identifizierung der möglichen Bindungspartner wurde die Plasmid-DNA aus den posi-
tiven Hefen isoliert (s. 3.2.6.10.8). Da bei der Isolierung ein Gemisch aus den Plasmiden 
vorlag, die für das „bait“-Protein und das „prey“-Protein kodieren, wurden diese durch die 
Transformation von Bakterien und anschließender Selektion für den „prey“-Vektor ge-
trennt (s. 3.2.6.10.9). Die aus den Bakterien isolierten cDNA-Sequenzen konnten nach der 
Sequenzierung über den „blast search“ („National Center For Biotechnology Information“) 
identifiziert werden.   
 
3.2.6.10.1 Aufzucht und Lagerung von Hefen 
Der verwendete Saccharomyces cerevisiae Stamm L40 (Vojtek et al., 1993) wurde auf 
YPD-Agarplatten ausgestrichen und bei 30°C inkubiert. Flüssigkulturen wurden in YPD-
Medium bei 180rpm und 30°C kultiviert. Die Lagerung der Hefen erfolgte in 25% Glyce-
rol bei –80°C. 
 
Spezielle Materialien: 
Glycerol 
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YPD-Medium, pH 5,8:   20g/l „Bacto-Pepton“, in H2O 
     10g/l „Yeast“-Extrakt 
    2% Glucose 
 
YPD-Agar:   YPD-Medium 
    20g/l „Bacto-Agar“ 
 
3.2.6.10.2 Herstellung von „Salmon-Sperm-Carrier-DNA“ 
Die „salmon-sperm-carrier-DNA“ wurde zur Erhöhung der Transformationseffizienz der 
Hefetransfektion verwendet (Schiestl and Gietz, 1989). 250mg der getrockneten „carrier“-
DNA wurden in 25ml TE aufgenommen und über Nacht bei 4°C auf einem Schüttler inku-
biert. Zur Zerkleinerung der DNA wurde die Lösung fünfmal auf- und abpippetiert und 5 x 
5s mit Ultraschall behandelt, so dass die durchschnittliche Fragmentgröße der DNA ca. 
7kb betrug. Anschließend erfolgte eine Phenol/Chloroformextraktion durch Zugabe eines 
Volumens Phenol/Chloroformlösung. Der Ansatz wurde für 2min vorsichtig gemischt und 
bei 2500 x g für 10min zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde zunächst erneut mit Phe-
nol/Chloroform, dann mit reinem Chloroform extrahiert. Die DNA wurde in Ethanol ge-
fällt (s. 3.2.2.2), mehrere Male in 70% Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet. An-
schließend wurde sie zur Hälfte des ursprünglichen Volumens in TE aufgenommen und auf 
die Konzentration von 10mg/ml eingestellt. Vor der Lagerung bei –20°C erfolgte die De-
naturierung der DNA bei 96°C für 20min. Die Qualität wurde mit Hilfe einer Testtrans-
formation bestimmt.  
 
Spezielle Materialien: 
Chloroform; Phenol; „Salm sperm DNA“: Type III sodium salt von Salmon testis; TE-Puffer 
 
3.2.6.10.3 Transformation von Hefen 
Zur Transformation wurden Hefen in Flüssigkultur angezogen. Bei untransformierten He-
fen erfolgte die Anzucht in YPD-Medium, während bei transformierten Hefen das jeweili-
ge „drop-out“-Medium (s. 3.2.6.10.4) verwendet wurde. Die verwendeten Ansätze für die 
Transformationen während der „small scale“-Transformation, des „bait checks“ und des 
„full scale screen“ sind der Tabelle 14 zu entnehmen. Die „small scale“-Transformation 
wurde für die erste Transformation der Hefen mit dem „bait“-Protein eingesetzt.  
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Die Starterkulturen wurden über Nacht bei 30°C und 180rpm angezogen. Die entsprechen-
de Menge an Medium wurde mit der Starterkultur angeimpft, so dass die OD600 = 0,3 ent-
sprach. Die Kultur wurde bei 30°C, 180rpm bis zu einer OD600 = 0,5 kultiviert und 1000 x 
g für 5min abzentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen einmal in H2O gewaschen und 
in TE/LiAc aufgenommen. Zur Transformation wurden die Ansätze mit der „salmon-
sperm-carrier“-DNA (s. 3.2.6.10.2) und der entsprechenden cDNA des zu transformieren-
den Konstruktes gemischt und mit der PEG/LiAc-Lösung versehen. Nach einer Inkubation 
von 30min bei 30°C und 180rpm wurde der Suspension DMSO (Endkonzentration: 10%) 
zugesetzt, für 15min bei 42°C inkubiert und anschließend auf Eis abgekühlt. Nach 5min 
Zentrifugation bei 4°C und 1000 x g wurden die pelletierten Hefen in TE aufgenommen 
und ausplattiert oder während des „bait check“ bzw. des „full scale screens“ in Flüssigkul-
tur genommen. 
 
Tabelle 14: Eingesetzte Volumina während der Hefentransformation 
 „Small Scale“ „Bait Check“ „Full Scale Screen“ 
1. Starterkultur-Volumen 50ml 50ml 300ml 
2. Kultur-Volumen 300ml 300ml 1000ml 
3. Aufnahme in H2O  150ml 150ml 500ml 
4. Volumen an TE/LiAc 1,5ml 1,5ml 8ml 
5. Kompetente Zellsuspension 0,1ml 1,0ml 8ml 
6. cDNA des Konstrukts/„carrier“-DNA 0,1µg/0,1mg 20µg/2mg 295-594µg/20mg 
7. PEG/LiAc 0,6ml 6ml 60ml 
8. Endvolumen TE 0,5ml 1ml 10ml 
 
 
Spezielle Materialien: 
DMSO; „Salmon-sperm-carrier“-DNA; TE-Puffer 
 
PEG/LiAc:  10mM TRIS-HCl, pH8, in H2O 
40% PEG3350 
   100mM LiAc 
   1mM EDTA 
 
TE/LiAc:  10mM TRIS-HCl, pH8, in H2O 
100mM LiAc 
1mM EDTA 
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3.2.6.10.4 Selektion von Hefekulturen 
Nach der Transfektion wurden die Hefen in Flüssigkultur oder auf Platten über syntheti-
sche „drop-out“-Medien (SD) selektioniert, um die positiven Klone zu analysieren. Die 
Tabelle 16 fasst die Medien für die jeweilige Selektion zusammen: 
 
Spezielle Materialien: 
Synthetische „drop-out“-Medien:   6,7g/l „Yeast N2 Base“ in H2O 
     10% „drop-out“ Lösung (s. Tabelle 15) 
     2% Dextrose 
   
    
Tabelle 15: Synthetische „Drop-Out“-Lösungen (10x) 
Aminosäure  
(mg/l in H2O) 
SD-T SD-L SD-TL SD-TLH SD-THULL 
Isoleucin 300 300 300 300 300 
Valin 1500 1500 1500 1500 1500 
Adenin 200 200 200 200 200 
Arginin 200 200 200 200 200 
Histidin 200 200 200 - - 
Leucin 1000 - - - - 
Lysin 300 300 300 300 300 
Methionin 200 200 200 200 200 
Phenylalanin 500 500 500 500 500 
Threonin 2000 2000 2000 2000 2000 
Tryptophan - 200 - - - 
Tyrosin 300 300 300 300 300 
Uracil 200 200 200 200 - 
 
 
Tabelle 16: Verwendete Selektionsmedien 
 Synthetische „Drop-Out“-Medien  
Selektion der pBTM116 („bait“-) transformierten Zellen w/o Tryptophan (SD-T) 
Selektion der pVP16 („prey“-) transformierten Zellen w/o Leucin (SD-L) 
Selektion der pBTM116/pVP16 transformierten Zellen w/o Tryptophan/Leucin (SD-TL) 
Selektion der pBTM116/pVP16 transformierten Zellen mit 
positiven Protein-Interaktionen  
w/o Tryptophan/Leucin/Histidin/Ura-
cil/Lysin (SD-THULL) 
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3.2.6.10.5 „Bait Check“ 
Der „bait check“ wurde zur Reduzierung des Hintergrundes von falsch positiven Klonen in 
einem „yeast two hybrid screen“ durchgeführt. Falsch positive Klone können trotz Selekti-
on wachsen, wenn sich unspezifische Transkriptionsfaktoren an das „bait“-Protein binden 
und eine Transkription auslösen oder wenn die Zellen in einer zu hohen Dichte plattiert 
werden, so dass die Hefen von bereits abgestorbenen Zellen die entsprechenden Aminosäu-
ren aufnehmen. Für den „bait check“ wurden „bait“-transformierte Hefen eingesetzt und 
analog zu dem „full scale screen“ mit der „prey“-cDNA transformiert, allerdings in einem 
kleineren Volumen und mit 1/10 der später eingesetzten DNA-Menge. Die Transformation 
wurde analog zu Abschnitt 3.2.6.10.3 durchgeführt. Zur Bestimmung der Transformations-
effizienz wurde ein Aliquot abgenommen, in den Verdünnungen von 1:100 und 1:1000 auf 
SD-TL ausplattiert und für fünf Tage bei 30°C inkubiert. Die restlichen Zellen wurden in 
50ml TE gewaschen, bei 1000 x g für 10min zentrifugiert und in 100ml SD-TLU aufge-
nommen. Es folgte eine Inkubation für 16h bei 180rpm und 30°C. Anschließend wurden 
die Zellen zweimal in 300ml TE bei RT gewaschen und in 1ml TE aufgenommen. Zur Be-
stimmung der Teilungsrate während der 16h Inkubation in SD-TLU wurde erneut ein Ali-
quot in den Verdünnungen von 1:100 und 1:1000 in dem gleichen Volumen wie zur Be-
stimmung der Transformationseffizienz ausplattiert und unter den gleichen Bedingungen 
kultiviert. Die übrigen Zellen wurden in 78µl Aliquots auf SD-THULL mit 0, 1, 2, 3, 4, 5, 
7,5, 10, 12,5, 15 und 20mM 3-Aminotriazol (3-AT) auf 90mm Platten ausplattiert und für 
fünf Tage bei 30°C inkubiert. Die 3-AT-Konzentration, bei der der Hintergrund der ge-
wachsenen Hefekolonien deutlich reduziert war, wurde für den „full scale screen“ einge-
setzt.  
Die Teilungsrate wurde durch die Zellzahlen der gewachsenen Kolonien vor und nach der 
Inkubation mit SD-TLU bestimmt. Die Transformationseffizienz wurde mit folgender 
Formel anhand der Anzahl der gewachsenen Kolonien ermittelt: 
 
 Effizienz = (Kolonien x Vges[µl]) / (Vplattiert [µl] x Verdünnung x DNA[µg]) 
mit Vges = Volumen des Traf.-Ansatzes; Vplattiert = ausplattiertes Volumen. 
 
3.2.6.10.6 „Full Scale Screen“ 
Die eigentliche Suche nach Protein-Proteinbindungspartnern erfolgte im „full scale 
screen“. Technisch wurde dieser „screen“ analog zu dem „bait check“ durchgeführt, aller-
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dings enthielten die Transformationsansätze die zehnfache Menge an cDNA der „prey“-
Bibliothek und bestanden aus größeren Volumina (s. Tabelle 14). Die Transformationseffi-
zienz und die Teilungsrate während der SD-TLU Inkubation wurden analog zum „bait 
check“ bestimmt. Anhand der Transformationseffizienz konnte abgeschätzt werden, ob alle 
unabhängigen Klone der cDNA-Bank durch den „screen“ statistisch erfasst wurden. 
Nach erfolgter Transformation wurden die Zellen in 500ml TE bei RT gewaschen und für 
16h in 1l SD-TLU bei 30°C, 180rpm inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal 
in 450ml TE gewaschen, in 9ml TE aufgenommen und in 40 Aliquots à 220µl auf 150mm 
Platten mit SD-THULL + 10mM 3-AT ausplattiert. Die Inkubation auf dem Selektionsme-
dium erfolgte für sieben Tage bei 30°C unter täglicher Kontrolle der gewachsenen Kolo-
nien. Die Kolonien mit einem guten Wachstum wurden auf neue SD-THULL + 5, 7,5, 
10mM 3-AT ausgestrichen und erneut drei Tage bei 30°C inkubiert. Zur Verifizierung der 
positiven Klone wurden die Zellen dem ß-Galaktosidasetest unterzogen. 
 
3.2.6.10.7 ß-Galaktosidasetest 
Der ß-Galaktosidasetest nutzt das LacZ-Gen als zweites Reportergen des verwendeten 
„yeast two hybrid“-Systems nach Vojtek (Vojtek et al., 1993) zur Bestätigung der bisheri-
gen Ergebnisse. Die angewachsenen Hefekolonien wurden von einer 150mm Platte auf 
sterile Whatman-Filter übertragen, indem die Filter kurzzeitig auf die Platte aufgelegt wur-
den. Anschließend wurden die Filter in flüssigem Stickstoff schockgefroren und in einer 
Petrischale erneut aufgetaut. Neue Filter wurden mit der Reaktionslösung aus 100ml Z-
Puffer, 270µl ß-Mercaptoethanol und 1,67ml X-Gal-Lösung getränkt. Auf diese wurden 
die aufgetauten Filter mit den Hefekolonien aufgelegt und bei RT für 2h unter ständiger 
Kontrolle der Blaufärbung der Hefekolonien inkubiert. 
 
Spezielle Materialien: 
ß-Mercaptoethanol; Whatman-Filter 
 
X-Gal-Lösung:  20mg/ml X-Gal 
   in Dimethylformamid 
 
Z-Puffer, pH7:  113mM Na2HPO4, in H2O 
   39,9mM NaH2PO4 
   10,0mM KCl 
   998µM MgSO4 
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3.2.6.10.8 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefen 
Die positiven Hefe-Klone wurden in 6ml Selektionsmedium bis zur Sättigung (nach ca. 
30h) bei 30°C und 180rpm kultiviert und die Kultur bei 1000 x g für 5min zentrifugiert. 
Das Pellet wurde in 200µl Selektionsmedium aufgenommen und mit 200µl Hefelysepuffer 
versetzt. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch Zusatz von 400µl Phenol/Chlo-
roform/Isopropanol (25:24:1), 0,3g „acid washed glass beads“ und kräftigem Schütteln für 
2min. Anschließend wurden die Ansätze für 15min bei 10.000 x g und RT zentrifugiert 
und die Plasmid-DNA mit Ethanol aus der wässrigen Phase gefällt (s. 3.2.2.4). Nach dem 
Trocknen bei RT wurde die DNA in 20µl H2O aufgenommen und bei –20°C gelagert. 
 
Spezielle Materialien: 
Chloroform; Isopropanol; Phenol; „Acid washed glass beads“, 425-600µM 
 
Hefelysepuffer:   10mM TRIS-HCl, pH8, in H2O 
   2% Triton X-100 
   1% SDS 
   100mM NaCl 
   1mM EDTA 
 
3.2.6.10.9 Selektion des „Prey“-Plasmids über E. coli HB101   
In der isolierten Plasmid-DNA der Hefen lag ein Gemisch der transfizierten Plasmide vor, 
die für das „bait“-Protein und das „prey“-Protein kodieren. Zur Isolierung der „prey“-
Plasmide wurde der E. coli-Stamm HB101 mit 2µl des DNA-Gemisches transformiert (s. 
3.2.3.2) und mit Hilfe des Leucin-„drop-out“-Selektionsmediums für den „prey“-Vektor 
auf Agarplatten selektiert. Anschließend wurde die Plasmid-DNA aus den Bakterien iso-
liert (s. 3.2.2.1) und das enthaltene „insert“ sequenziert (s. 3.2.4). 
 
Spezielle Materialien: 
M9 –L Medium:  1x M9 Salze 
   1x SD-L-Lösung (s. Tabelle 15) 
   2mM MgSO4 
   4% Dextrose 
   0,1mM CaCl2 
   1mM Thiamin-HCl 
   40mg/l Prolin   
   50µg/ml Ampicillin 
   
      Material und Methoden   - 75 - 
M9-Salze (5x):  64g/l NaHPO4 
   15g/l KH2PO4 
   2,5g/l NaCl 
   5g/l NH4Cl  
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4 Ergebnisse 
 
Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand in der Identifikation von VE-Cadherin assoziierten 
Proteinen, die einen regulativen Einfluss auf dessen Funktionen aufweisen. Die Arbeit be-
gann mit der Durchführung von „yeast two hybrid screens“, die zu der Identifikation einer 
zytosolischen Kinase als möglichen Interaktionspartner von VE-Cadherin führten. Die In-
teraktion der beiden Proteine wurde biochemisch mit Hilfe von In-vitro-Interaktions-
exerpimenten und Koimmunopräzipitationen aus bEND.3-, transfizierten COS7- und 
CHO-Zell-Lysaten charakterisiert. Die Untersuchung der Fragestellung, in welchem Um-
fang die Kinase an der Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin beteiligt ist, erfolgte 
mit Hilfe verschiedener Kinase-Mutanten. Immunzytochemische Färbungen visualisierten 
die Kolokalisierung der beiden Proteine in den Zellen. Mit Hilfe von Permeabilitätsexpe-
rimenten wurde der Einfluss der Assoziation auf die Stabilität der Zell-Zellkontakte unter-
sucht, während die Bildung von Zell-Zellkontakten über Aggregationsexperimente analy-
siert wurde. Die Bedeutung der Bindung auf die Proliferationsfähigkeit von Zellen konnte 
mit Hilfe von Proliferationsexperimenten untersucht werden.  
 
4.1 Identifikation von CSK als VE-Cadherin assoziiertes Protein mit 
Hilfe des “Yeast Two Hybrid”-Systems 
Zur Identifizierung intrazellulär assoziierter Proteine von VE-Cadherin wurde das „yeast 
two hybrid“-System verwendet. Als „bait“-Protein wurde die C-terminal um zwanzig Ami-
nosäuren verkürzte zytosolische Domäne (Aminosäuren 621-764) von murinem VE-
Cadherin eingesetzt. Die vollständige zytosolische Domäne konnte wegen der Erzeugung 
eines starken Hintergrundes von falsch positiven Klonen in diesem System nicht genutzt 
werden (persönliche Mitteilung von Dr. Klaus Ebnet). Das eingesetzte „two hybrid“-
System basiert auf der LexA DNA-Bindungsdomäne innerhalb des „bait“-Fusionsproteins 
und ermöglicht eine In-vivo-Dimerisierung der „bait“-Proteine (Vojtek et al., 1993). Der 
Expressionsvektor pBTM116/TPR-Met kodiert zusätzlich für die TPR-Met Kinase, die ein 
weiterer Bestandteil des exprimierten Fusionsproteins und N-terminal vor dem zu untersu-
chenden „bait“-Protein lokalisiert ist. Durch die intrinsische Kinase können die „bait“-
Proteine effizient an den Tyrosinresten phosphoryliert werden. Darüber ist auch die Identi-
fikation von phosphorylierungsabhängigen Interaktionspartnern möglich.  
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Mit dem murinen VE-Cadherin als „bait“-Protein wurde die „prey“-cDNA-Bibliothek von 
9,5 bis 10,5 Tage alten Mausembryonen mit ca. 5x106 unabhängigen Klonen untersucht. 
Die Bibliothek befand sich in dem „prey“-Expressionsvektor pVP16 (Hollenberg et al., 
1995). Sowohl das „bait“-Plasmid als auch die „prey“-Plasmide wurden in den Saccharo-
myces cerevisiae-Stamm L40, der defizient für die Histidinbiosynthese ist, kotransfiziert.  
In den Hefezellen, in denen das „bait“-Protein mit einem „prey“-Protein interagierte, wur-
den zwei Reportergene aktiviert, deren Produkte analysiert werden konnten. Einerseits 
ermöglichte die Expression des HIS3-Gens den ursprünglich Histidin defizienten Hefen 
das Wachstum auf Histidin-Mangelmedium, andererseits konnte die Expression des LacZ-
Gens über den ß-Galaktosidasetest durch Blaufärbung der Hefekolonien angezeigt werden. 
 
„Bait check“ – Der „bait check“ wurde vor dem „full scale screen“ zur Überprüfung der 
Transformationseffizienz und zur Reduzierung des Hintergrundes durch die Titration mit 
dem Histidin-Biosynthese-Inhibitor 3-Aminotriazol durchgeführt. Die „bait“-transfor-
mierten Hefen wurden in einem kleineren Ansatzvolumen und mit 1/10 bzw. 1/20 der  im 
„full scale screen“ eingesetzten „prey“-cDNA-Bibliothek transformiert und auf SD-
THULL Platten (Aminosäure-Mangelmedium) mit den 3-Aminotriazol-Konzentrationen 
von 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7,5, 10, 15 und 20mM ausplattiert. Die Transformationseffizienz wurde 
durch die Anzahl der angewachsenen Klone nach der Selektion auf die transformierten 
„bait“- und „prey“-Expressionsvektoren über SD-TL Platten ermittelt.  
Mit einem Wert von 2,36x104 Klone/µg eingesetzter DNA war die Effizienz ausreichend, 
um während des späteren „full scale screen“ statistisch alle unabhängigen Klone der cDNA 
Bank zu erfassen. Die 3-AT-Titration der Hefen zeigte, dass durch die Zugabe von 2mM 
und 10mM 3-AT der Hintergrund von falsch positiv anwachsenden Hefen deutlich redu-
ziert werden konnte.  
 
„Full scale screen“ – In den drei durchgeführten „full scale screens“ wurden die mit dem 
„bait“-Plasmid transfizierten Hefen mit 295µg und 595µg der „prey“-cDNA Bibliothek 
transfiziert und zunächst über Nacht zur Erhöhung der Selektionsresistenz in SD-TLU 
Flüssigmedium inkubiert. Während dieser Inkubation konnten sich die Klone vermehren, 
so dass ein mehrfaches Auftreten bestimmter Klone nach der Selektion nicht unbedingt auf 
unabhängige Transformationsereignisse zurückzuführen war. Die Teilungsrate wurde 
durch das Ausplattieren von entsprechenden Aliquots vor und nach der Inkubation auf SD-
TL Platten durch die Zählung der angewachsenen Kolonien bestimmt. Neben der Teilungs-
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rate wurden ebenfalls die Transformationseffizienz und die statisch ermittelte Zahl an un-
abhängigen Transformationen ermittelt. Die nach der Selektion auf SD-THULL + 2mM 
oder 10mM 3-AT angewachsenen Kolonien wurden zur weiteren Selektion auf SD-
THULL Platten mit 2,5, 5, 7,5 und 10mM 3-AT ausgestrichen und dem ß-
Galaktosidasetest unterzogen. Aus den Kolonien, die sowohl auf hohen 3-AT Konzentrati-
onen anwuchsen, als auch im ß-Gal-Test positiv waren, wurde die Plasmid-DNA isoliert. 
Nach der Transformation von E. coli HB101 mit der cDNA und der Isolierung der „prey“-
Vektoren aus den Bakterien wurde die cDNA der potenziellen Bindungspartner von VE-
Cadherin sequenziert. Die eingesetzte „prey“-cDNA-Menge für die Hefetransformation 
und die zur ersten Selektion verwendete 3-AT-Konzentrationen sind neben den Ergebnis-
sen der Selektion bzw. der ß-Gal-Tests in Tabelle 17 zusammengefasst. 
 
Tabelle 17: Zusammenfassung der durchgeführten „Full Scale Screens“ 
 „Screen“ 1 „Screen“ 2 „Screen“ 3 
„prey“-cDNA 295µg 594µg 594µg 
3-AT-Konzentration während der Selektion 10mM 2mM 2mM 
Transf.effizienz [Kol/µg DNA] 1,39 x 104  1,28 x 104 7,94 x 104 
Statistische Anzahl transformierter Hefen 4,10 x 106 7,57 x 106 4,73 x 107 
Teilungsrate während SD-TLU-Inkubation 1-2 1-2 1 
Anzahl positiver Klone auf SD-THULL 3 48 24 
Anzahl positiver Klone auf 2 bis 10mM 3-AT 3 28 21 
Anzahl positiver Klone im ß-Gal-Test 3 48 24 
Anzahl sequenzierter Klone  3 29 21 
 
Nach den Sequenzierungen wurden die 53 erhaltenen Sequenzen aller durchgeführten 
„screens“  mit Hilfe der Software SeqMan (DNASTAR Lasergene Software) zunächst von 
den Sequenzen des Expressionsvektors bereinigt und auf eine Übereinstimmung überprüft. 
Anschließend erfolgte die Identifizierung der Sequenzen über den „blast search“ des „Na-
tional Center For Biotechnology Information“. Die Tabelle 18 fasst die identifizierten Pro-
teine und deren Homologie auf DNA-Ebene zu den analysierten Sequenzen zusammen. 
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Tabelle 18: Potenzielle „Prey“-Proteine für VE-Cadherin 
Anzahl  
der Klone 
Protein/Spezies 
 
NCBI-
Accession-Nr. 
Homologie 
Seq./NCBI 
10 Snrp70/Maus NM_009224.1 300/303 (99%) 
6 S-adenosylhomocysteine Hydrolase (Ahcy)/Maus NM_016661.1 548/554 (98%) 
3 Paired Box Gene 3 (Pax3)/Maus NM_008781.1 370/371 (99%) 
2 Midkine (Mdk)/Maus NM_010784.1 292/297 (98%) 
2 PAC Clone pDJ593b2/Mensch AC006599.2 458/131 (95%) 
1 „C-terminal-Src-Kinase“ (CSK)/Maus NM_00783.1 437/443 (98%) 
1 α-Enolase/Maus X52379.1 377/388 (97%) 
1 Fibrillin2 (Fbn2)/Maus NM_010181.1 329/340 (96%) 
1 ß-1,4-Galaktosyltransferase/Maus D37791.1 435/440 (98%) 
1 Heat-shock Protein (Hsp84)/Maus M36829.1 464/471 (98%) 
1 Hypothetisches Protein FLJ20015/Mensch XM_00620.2 275/323 (85%) 
1 Hypothetisches Protein FLJ10350/Mensch XM_01968.1 119/138 (86%) 
1 Mfat1/Maus AJ250768.1 228/231 (98%) 
1 Pcna1/Maus NM_011045.1 111/114 (97%) 
1 Protein Phosphatase 5 (PP5)/Maus AF018262.1 482/487 (98%) 
 
Für die übrigen zwanzig überprüften Sequenzen ergab der „blast search“ entweder nur  
Übereinstimmungen von nicht relevanten, sehr kurzen Sequenzabschnitten, oder die Se-
quenzen stimmten mit den komplementären cDNA-Strängen der identifizierten Proteine 
überein. In beiden Fällen wurden diese nicht in Tabelle 18 aufgeführt. 
Da die Suche nach VE-Cadherin assoziierten Proteinen unter der Vorgabe einer regulatori-
schen Funktion dieser Interaktion durchgeführt wurde, waren von den identifizierten Prote-
inen zwei von besonderem Interesse: die Protein-Phosphatase 5 (PP5) und die „C-terminal-
Src-Kinase“ (CSK). Beide Proteine können in ihrer Funktion als Tyrosin-Kinase bzw. Se-
rin-/Threonin-Phosphatase Einfluss auf den Phosphorylierungsgrad von VE-Cadherin 
nehmen. Zu näheren, theoretischen Untersuchungen dieser Proteine wurden die gefunde-
nen Sequenzen mit Hilfe des „Swiss Institute For Experimental Cancer Research“ einem 
„profil scan“ (www.isrec.isb-sib.ch) unterzogen, der die strukturellen Besonderheiten und 
Domänen analysierte. 
Die gefundene cDNA-Sequenz von PP5 umfasst den kodierenden Bereich der Aminosäu-
ren (AS) 11-171 des Proteins, die eine TPR-Met bindende Domäne (AS 28-129) beinhal-
ten. In Anbetracht der im „two hybrid screen“ zur In-vivo-Phosphorylierung verwendeten 
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TPR-Met Kinase ist diese Sequenz jedoch als Artefakt des eingesetzten Systems und nicht 
als spezifischer Bindungspartner von VE-Cadherin anzusehen.   
Die analysierte Sequenz der „C-terminal Src Kinase“ hingegen umfasst den kodierenden 
Bereich der Aminosäuren 57 bis 204, die neben den wenigen Aminosäuren der SH3-
Bindungsdomäne (AS 57-70) und der katalytischen Domäne (AS 195 bis 204) die voll-
ständige SH2-Bindungsdomäne (AS 82-171) enthalten. Diese SH2-Bindungsdomäne bin-
det, abhängig von der Phosphorylierung des Tyrosins, an definierte Aminosäuresequenzen 
(Songyang et al., 1994). Die Bindung von CSK an VE-Cadherin wurde der zentrale Be-
standteil der weiteren Arbeit. 
 
4.2 Klonierung von CSKwt aus bEND.3-Zellen 
Zur eingehenden Untersuchung der CSK-VE-Cadherin-Assoziation war es notwendig, das 
vollständige und funktionsfähige CSK herzustellen. Die Klonierung von CSKwt erfolgte 
mit Hilfe der RT-PCR aus der murinen Endotheliom-Zell-Linie bEND.3. Zunächst wurde 
unter der Verwendung von Oligo dT-Oligonukleotiden eine cDNA-Bibliothek hergestellt,  
aus der mit CSK-spezifischen Oligonukleotiden die kodierende Sequenz von CSK mit Hil-
fe der Pfu-PCR amplifiziert wurde. Die vollständige, veröffentlichte cDNA von CSK 
(NCBI-Accession-Nummer: NM_007783) umfasst 2292 Nukleotide mit einem „open rea-
ding frame“ (ORF) zwischen den Positionen 249-1601. Die cDNA des ORFs (Positionen 
249-1601) wurde in den eukaryotischen Expressionsvektor pKE081myc-#2 kloniert. 
Die mit Hilfe der DNA-Sequenzierung überprüfte Aminosäuresequenz stimmt vollständig 
mit der bei NCBI veröffentlichten CSK-Sequenz überein (Abbildung 2 
) und kodiert für murines CSK mit 450 Aminosäuren und einem Molekulargewicht von 
50,8 kD. Das von dem Expressionsvektor pKE081myc-#2 exprimierte Protein (im Weite-
ren bezeichnet als CSKwt) beinhaltet zusätzlich einen Myc-Tag von 10 Aminosäuren und 
weitere 9 Aminosäuren im Übergang, so dass dieses Protein die Größe von 52kD aufweist. 
Der „profil scan“ bestätigte die Strukturierung  von CSK in drei funktionelle Domänen 
(Nada et al., 1991): 1. die SH3-Bindungsdomäne (AS 9-70), 2. die SH2-Bindungsdomäne 
(AS 82-171), 3. die katalytische Domäne (AS 195-449).  
Der Vergleich zwischen dem humanen und dem murinen CSK zeigt für diese Kinase eine 
hoch konservierte Aminosäuresequenz zwischen den beiden Spezies. In dem 450 Amino-
säuren umfassenden Protein weichen vier Aminosäuren an den Positionen 123, 159, 429 
und 432 voneinander ab. Dieses entspricht einer Sequenzhomologie von 99,1%. 
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Abbildung 2: Sequenzvergleich von CSK. 1. Humanes CSK (NCBI-Acc.: NM_004383), 2. Muri-
nes CSK (NCBI-Acc.: NM_007783),  3. DNA-sequenziertes CSK aus bEND.3-Lysaten. Die vier 
voneinander abweichenden Aminosäuren zwischen humanem und murinem CSK sind rot darge-
stellt. 
 
 
 
4.3 Herstellung von stabil transfizierten CHO-Zell-Linien 
Für die Durchführung der biochemischen und funktionellen Analysen wurden stabil trans-
fizierte CHO-Zell-Linien (dhfr-) hergestellt, die konstitutiv entweder VE-Cadherinwt oder 
VE-CadherinY685F (vgl. 4.4) zusammen mit induzierbarem CSKwt exprimierten. Zur endo-
genen, spezifischen Phosphorylierung von VE-Cadherin wurde jeweils ein Klon der erhal-
tenen Zellen zusätzlich mit Flk-1 transfiziert. 
 
4.3.1 Herstellung von VE-Cadherinwt, VE-CadherinY685F und CSKwt exprimieren-
den Zellen 
Zur Expression von CSKwt wurde das GeneSwitchTMSystem (Invitrogen) verwendet, das die 
Induktion der Expression mit Hilfe des synthetischen Steroids Mifepristone gewährleistet. 
Nach der Bindung von Mifepristone an ein zusätzlich transfiziertes Regulatorprotein (vgl. 
3.2.5.4) wird dieses als künstlicher Transkriptionsfaktor aktiv, so dass CSKwt Mifepristone 
abhängig exprimiert wird. Als Ausgangs-Zell-Linie für die Herstellung der VE-
Cadherinwt/CSKwt exprimierenden Zellen wurde eine bereits stabil mit VE-Cadherinwt 
1. MSAIQAAWPSGTECIAKYNFHGTAEQDLPFCKGDVLTIVAVTKDPNWYKAKNKVGREGIIPANYVQKREGVKAGTKLSLMPWFHGKITRE 90
2. MSAIQAAWPSGTECIAKYNFHGTAEQDLPFCKGDVLTIVAVTKDPNWYKAKNKVGREGIIPANYVQKREGVKAGTKLSLMPWFHGKITRE 
3. MSAIQAAWPSGTECIAKYNFHGTAEQDLPFCKGDVLTIVAVTKDPNWYKAKNKVGREGIIPANYVQKREGVKAGTKLSLMPWFHGKITRE 
 
1. QAERLLYPPETGLFLVRESTNYPGDYTLCVSCDGKVEHYRIMYHASKLSIDEEVYFENLMQLVEHYTSDADGLCTRLIKPKVMEGTVAAQ 180 
2. QAERLLYPPETGLFLVRESTNYPGDYTLCVSCEGKVEHYRIMYHASKLSIDEEVYFENLMQLVEHYTTDADGLCTRLIKPKVMEGTVAAQ 
3. QAERLLYPPETGLFLVRESTNYPGDYTLCVSCEGKVEHYRIMYHASKLSIDEEVYFENLMQLVEHYTTDADGLCTRLIKPKVMEGTVAAQ 
 
1. DEFYRSGWALNMKELKLLQTIGKGEFGDVMLGDYRGNKVAVKCIKNDATAQAFLAEASVMTQLRHSNLVQLLGVIVEEKGGLYIVTEYMA 270  
2. DEFYRSGWALNMKELKLLQTIGKGEFGDVMLGDYRGNKVAVKCIKNDATAQAFLAEASVMTQLRHSNLVQLLGVIVEEKGGLYIVTEYMA 
3. DEFYRSGWALNMKELKLLQTIGKGEFGDVMLGDYRGNKVAVKCIKNDATAQAFLAEASVMTQLRHSNLVQLLGVIVEEKGGLYIVTEYMA 
 
1. KGSLVDYLRSRGRSVLGGDCLLKFSLDVCEAMEYLEGNNFVHRDLAARNVLVSEDNVAKVSDFGLTKEASSTQDTGKLPVKWTAPEALRE 360 
2. KGSLVDYLRSRGRSVLGGDCLLKFSLDVCEAMEYLEGNNFVHRDLAARNVLVSEDNVAKVSDFGLTKEASSTQDTGKLPVKWTAPEALRE 
3. KGSLVDYLRSRGRSVLGGDCLLKFSLDVCEAMEYLEGNNFVHRDLAARNVLVSEDNVAKVSDFGLTKEASSTQDTGKLPVKWTAPEALRE 
 
1. KKFSTKSDVWSFGILLWEIYSFGRVPYPRIPLKDVVPRVEKGYKMDAPDGCPPAVYEVMKNCWHLDAAMRPSFLQLREQLEHIKTHELHL 450 
2. KKFSTKSDVWSFGILLWEIYSFGRVPYPRIPLKDVVPRVEKGYKMDAPDGCPPAVYEVMKNCWHLDAATRPTFLQLREQLEHIKTHELHL 
3. KKFSTKSDVWSFGILLWEIYSFGRVPYPRIPLKDVVPRVEKGYKMDAPDGCPPAVYEVMKNCWHLDAATRPTFLQLREQLEHIKTHELHL 
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transfizierte Zell-Linie (Gotsch et al., 1997) verwendet und mit dem induzierbaren CSKwt 
transfiziert. Zur Herstellung der VE-CadherinY685F/ CSKwt exprimierenden Zellen wurden 
CHO-Zellen mit VE-CadherinY685F und induzierbaren CSKwt kotransfiziert. Nach der 
Transfektion wurden die Zellen mit Hilfe von Selektionsantibiotika selektiert (G418 für 
VE-Cadherin-Konstrukte, Zeocin für CSKwt in pGene/V5-His und Hygromycin für 
pSwitch) und die Zellklone vereinzelt kultiviert. Die Herstellung von VE-Cadherinwt und 
CSKwt exprimierenden Zellen ergab mehr als dreißig unabhängige Klone, von denen zwei 
Klone im Weiteren zur Subklonierung verwendet wurden. Nach der doppelten Transfekti-
on der CHO-Zellen mit VE-CadherinY685F und CSKwt konnten nur sechs unabhängige Klo-
ne isoliert werden, von denen ebenfalls zwei Klone subkloniert wurden. Die Expression 
der VE-Cadherin-Konstrukte in den erhaltenen Klonen wurde mit Hilfe der Durchflusszy-
tometrie analysiert, während die Expression von CSKwt anhand von Gesamt-Zell-Lysaten 
(Harnstoff-SDS-Lyse) nach der Induktion mit Mifepristone für 15h im Western-Blot kon-
trolliert wurde. Zur Herstellung der Harnstoff-SDS-Lysate wurden ca. 3,3x106 Zellen 
(Zellzahl einer konfluenten 30mm-Schale) eingesetzt. Die Immunoblots zeigen die mit 
Hilfe des αMyc-Antikörpers analysierte Proteinmenge des exprimierten CSKwt, dessen 
spezifische Bande bei 52kD detektiert wird. 
Aufgrund der großen Anzahl der erhaltenen Klone sind in Abbildung 3 die Analysen der 
Klone dargestellt, die zu einem späteren Zeitpunkt subkloniert wurden. Die FACS-
Analysen der VE-Cadherinwt und CSKwt transfizierten Klone (Abbildung 3A) belegen, 
dass beide Klone VE-Cadherin exprimieren. Die Expression dieses Proteins erfolgt in den 
einzelnen Zellen jedes Klons in annähernd gleicher Stärke. Allerdings unterscheidet sich 
die Signalstärke der FACS-Analyse zwischen beiden Klonen. Das Signal für VE-Cadherin 
ist in dem Klon 20 um den Faktor 10 gegenüber dem in Klon 29 erhöht. Da die direkte 
Übertragung dieses Faktors auf den Proteingehalt ohne vorangegangene Kalibrierung nicht 
möglich ist, bleibt festzuhalten, dass die VE-Cadherin-Expression des Klons 29 gegenüber 
der Expression in Klon 20 reduziert ist. Die homogene Expression von VE-Cadherin des 
Klons 3 der VE-CadherinY865F und CSKwt transfizierten Zellen (Abbildung 3B) entspricht 
derjenigen des Klons 20 der VE-Cadherinwt transfizierten Zellen. Im Gegensatz dazu be-
steht der Klon 2 aus einer Mischkultur. Ein geringer Teil der Zellen exprimiert das transfi-
zierte Konstrukt, während der Großteil der Zellen entweder wenig oder kein VE-
CadherinY685F exprimiert.  
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Die in beiden durchgeführten Transfektionsansätzen hergestellten Klone weisen nach 15h 
Induktion unterschiedliche Mengen an exprimiertem CSKwt auf. Die CSK-Expression des 
Klons 20 der VE-Cadherinwt transfizierten Zellen ist vergleichbar mit derjenigen des Klons 
3, der mit VE-CadherinY685F transfiziert wurde. Die Klone 2 und 29 weisen ebenfalls un-
tereinander vergleichbare Mengen an CSKwt auf, allerdings ist in diesen Klonen die Ex-
pression in Bezug auf die Klone 3 und 20 reduziert.  
 
Subklonierung – Für den Erhalt von Zell-Linien, die auf einen einzigen Klon zurückgeführt 
werden können, wurden jeweils zwei der isolierten Klone pro durchgeführter Transfektion 
subkloniert. Für die VE-Cadherinwt/CSKwt exprimierenden Zellen wurden die Klone 20 
und 29 und für die VE-CadherinY685F/CSKwt exprimierenden Zellen die Klone 2 und 3 
verwendet. Die Klone wurden so ausgewählt, dass jeweils ein stärkerer und ein schwäche-
rer Produzent von CSKwt berücksichtigt wurden. Die Expression von VE-Cadherin wurde 
wiederum mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. Die Kontrolle der Expression des 
induzierbaren CSKwt erfolgte nach einer Kinetik der Mifepristone-Induktion im Western-
Blot.  
Anhand der FACS-Analysen kann in allen Subklonen auf eine nahezu homogene Expres-
sion der VE-Cadherin-Konstrukte geschlossen werden (Abbildung 4). Die gebildete Prote-
inmenge der einzelnen Klone ist nahezu identisch. Mit zunehmender Dauer der Mi-
fepristone-Induktion nimmt in allen vier dargestellten Zell-Linien die Intensität der spezifi-
schen CSKwt-Proteinbande (52kD) zu, wobei der stärkste Anstieg der gebildeten Protein-
menge in der Zeitspanne zwischen 0 und 10h stattfindet. In dem Zeitraum zwischen 10 und 
15h nimmt die detektierte CSK-Menge nur noch gering zu. Analog zu den CSK-Ex-
pressionen der „Mutterklone“ (vgl. Abbildung 3) ist die exprimierte Menge an CSK in den 
Subklonen 20,9 und 3,30 gegenüber derjenigen in den Klonen 2,24 und 29,5 erhöht.  
 
4.3.2 Herstellung von Flk-1, VE-Cadherinwt, VE-CadherinY685F und CSKwt expri-
mierenden Zellen 
Zur Herstellung Flk-1 (VEGF-R2) exprimierender Zellen wurden Klon 20,9 der VE-
Cadherinwt/CSKwt und Klon 3,30 der VE-CadherinY685F/CSKwt transfizierten Zellen mit 
Flk-1 (VEGF-R2 in pEF6) stabil transfiziert. Nach der Selektion mit Blasticidin wurden 
die isolierten Klone in der Durchflusszytometrie und im Western-Blot analysiert (vgl. 
4.3.1). Zur Überprüfung des möglichen Einflusses der CSKwt-Induktion auf die Expressio-
nen von VE-Cadherin sowie Flk-1, wurden sowohl induzierte als auch nicht induzierte 
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Zellen zur FACS-Analyse eingesetzt. Die Expression von CSKwt erfolgte wiederum im 
Western-Blot nach 15h Induktion mit Mifepristone. Die Expression von Flk-1 ist in allen 
untersuchten Klonen sowohl in Bezug auf die exprimierte Menge als auch auf die Homo-
genität der Expression in den einzelnen Zellen nahezu identisch (Abbildung 5). In Klon 
20,9F12 der VE-Cadherinwt- und Klon 3,30F23 der VE-CadherinY685F transfizierten Zellen 
ist die VE-Cadherin-Expression gegenüber den anderen Klonen etwas reduziert. Die Klone 
209F15, 209F19, 3,30F19 und 3,30F22 weisen nahezu identische Expressionsmengen die-
ses Proteins auf.  
 
 
A 
B 
Klon 20 Klon 29 
Klon 2 Klon 3 
Abbildung 3: Charakterisierung der stabil transfizierten CHO-Mutterklone. Die Expression 
von VE-Cadherinwt bzw.VE-CadherinY685F in den transfizierten CHO-Zellen wurde mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie überprüft. Schwarz: Isotyp-Kontrolle, Grün: VE-Cadherin. Die CSKwt-
Expression wurde über Western-Blots aus Harnstoff-SDS-Lysaten nach 15h Induktion mit Mi-
fepristone analysiert. A: VE-Cadherinwt/CSKwt transfizierte Klone. B: VE-CadherinY685F/CSKwt
transfizierte Klone. 
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Eine erhöhte Reduktion der Expressionsmengen an Flk-1 und VE-Cadherin ist nach der 
Induktion von CSK in keinem der analysierten Klonen zu detektieren. Analog zu der Flk-
1-Expression ist die exprimierte Menge an CSK nach der Induktion mit Mifepristone in 
den untersuchten Klonen nahezu identisch. Allerdings ist zu beachten, dass während der 
Analyse des Klons 209F12 der αMyc-Antikörper und nicht der αCSK-Antikörper verwen-
det wurde und diese daher nur bedingt mit den Analysen der anderen Klone vergleichbar 
ist.  
 
A 
B 
Klon 20,9 Klon 29,5 
Klon 2,24 Klon 3,30 
Abbildung 4: Charakterisierung der stabil transfizierten CHO-Subklone. Die Expressionen 
von VE-Cadherinwt bzw.VE-CadherinY685F in den transfizierten CHO-Zellen wurden mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie überprüft. Schwarz: Isotyp-Kontrolle, Grün: VE-Cadherin. Die CSKwt-
Expression wurde über Western-Blots aus Harnstoff-SDS-Lysaten über eine Kinetik der Mi-
fepristone-Induktion analysiert. A: Analysen der VE-Cadherinwt/CSKwt transfizierten Klone. B:
Analysen der VE-CadherinY685F /CSKwt transfizierten Klone. 
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A 
B 
Flk-1 VE-Cadherin
Klon 20,9F12 
Klon 20,9F15 
Klon 20,9F19 
Klon 3,30F19 
Klon 3,30F22 
Klon 3,30F23 
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Abbildung 5: Charakterisierung der stabil mit Flk-1/VE-Cadherinwt/Y685F/CSKwt transfizier-
ten Klone. Die Expressionen von VE-Cadherinwt bzw. VE-CadherinY685F und Flk-1 in den transfi-
zierten CHO-Zellen wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie überprüft. Schwarz: Isotyp-
Kontrolle, Blau: VE-Cadherin bzw. Flk-1 ohne Induktion, Rot: VE-Cadherin bzw. Flk-1 nach 15h 
Induktion. Die CSKwt-Expression wurde über Western-Blots aus Harnstoff-SDS-Lysaten nach 16h 
Induktion mit Mifepristone analysiert. A: Analysen der VE-Cadherinwt/CSKwt transfizierten Klone. 
B:  Analysen der VE-CadherinY685F /CSKwt transfizierten Klone. 
 
 
4.3.3 Immunzytochemische Analyse der CSKwt-Expression 
Über die Kontrolle der CSKwt-Expression mit Hilfe des Western-Blots kann keine Aussage 
über die Homogenität der Expression in den einzelnen Zellen getroffen werden. Im Wes-
tern-Blot wird die durchschnittlich exprimierte Proteinmenge aller lysierten Zellen analy-
siert. Deshalb wurden zur weiteren Überprüfung der CSKwt-Expression immun-
zytochemische Färbungen des Proteins durchgeführt. Die konfluenten Zellen wurden nach 
der 28-stündigen CSKwt-Induktion einiger Ansätze mit Methanol fixiert (28h entsprechen 
dem Induktionszeitraum während der Proliferationsexperimente, s. 4.5.4) und CSKwt über 
den Myc-Tag detektiert. Die Analyse erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes. 
Insgesamt weisen die untersuchten Klone mehr oder weniger stark ausgeprägte Heteroge-
nitäten der CSK-Expression in den einzelnen Zellen auf (Abbildungen 6 und 7). In den 
Klonen 20,9 und 29,5 der VE-Cadherinwt transfizierten Zellen (Abbildung 6A) ist die 
exprimierte CSK-Menge nach der Induktion in allen Zellen angestiegen. Klon 20,9 weist 
zusätzlich einige Zellen auf, die CSK überdurchschnittlich stark exprimieren. Die Hetero-
genität in der CSK-Expression ist in den VE-CadherinY685F transfizierten Zellen gegenüber 
den VE-Cadherinwt exprimierenden Zellen stärker ausgeprägt (Abbildung 6B). Einige Zel-
len des Klons 2,24 exprimieren sehr wenig oder kein CSK, während andere eine große 
Menge des Proteins beinhalten. Im Vergleich zu diesem Klon ist die exprimierte Menge an 
CSK in Klon 3,30 insgesamt erhöht, wobei nahezu alle Zellen CSK exprimieren und eine 
größere Anzahl der Zellen eine stark ausgeprägte Expression aufweisen. Der Unterschied 
in der Heterogenität der CSK-Expression ist ebenfalls in den zusätzlich mit Flk-1 transfi-
zierten Zellen zu detektieren (Abbildung 7). Die mit VE-Cadherinwt transfizierten Zellen 
scheinen insgesamt eine homogenere Expression von CSK in den einzelnen Zellen aufzu-
weisen als die VE-CadherinY685F transfizierten Zellen. Weitere durchgeführte Subklonie-
rungen der Zellen konnten die Homogenitäten der CSK-Expressionen nicht erhöhen (nicht 
gezeigte Daten). 
 
         Ergebnisse   - 88 - 
Abbildung 6: Immunofluoreszenzen von CSKwt in stabil transfizierten CHO-Zellen. Zur Kon-
trolle der CSK-Expression wurden die konfluenten CHO-Zellen für 28h +/- mit Mifepristone indu-
ziert, MeOH fixiert und CSKwt  über den Myc-Tag markiert. A: Mit VE-Cadherinwt und induzierba-
ren CSKwt transfizierte Zellen (Subklone 20,9 und 29,5). B: Mit VE-CadherinY685F und induzierba-
rem CSKwt transfizierte Zellen (Subklone 2,24 und 3,30). 
A       + Mife       - Mife 
 
 
B   + Mife     - Mife 
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Abbildung 7: Immunofluoreszenzen von CSKwt in stabil transfizierten CHO-Zellen. Zur Kon-
trolle der CSK-Expression wurden die konfluenten CHO-Zellen für 28h +/- mit Mifepristone indu-
ziert, MeOH fixiert und CSKwt mit über den Myc-Tag markiert. A: Mit Flk-1, VE-Cadherinwt und 
induzierbaren CSKwt transfizierte Zellen (Subklon 20,9F19). B: Mit Flk-1, VE-CadherinY685F und 
induzierbaren CSKwt transfizierte Zellen (Subklon 3,30F19). 
 
 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mit Hilfe der stabilen Transfektion 
CHO-Zell-Linien hergestellt wurden, die induzierbares CSKwt zusammen mit VE-
Cadherinwt oder VE-CadherinY685F sowie Flk-1 exprimieren. In den erhaltenen Subklonen 
sind die Expressionsmengen der VE-Cadherin-Konstrukte und von Flk-1 nahezu identisch, 
während sich die Proteinmengen an CSKwt zwischen den Klonen unterscheiden. Im Ver-
gleich zu den VE-Cadherinwt exprimierenden Zellen weisen die VE-CadherinY685F transfi-
zierten Zellen eine erhöhte Heterogenität der CSKwt-Expression in den einzelnen Zellen 
auf. Die Kultivierung der Zellen über einen längeren Zeitraum führte insbesondere für die 
VE-CadherinY685F transfizierten Zellen zu einer Abnahme der CSK-Expression. Deshalb 
wurden die Expressionen während der Proliferationsexperimente nochmals überprüft (vgl. 
Abbildungen 19 und 21). 
 
A       + Mife       - Mife 
 
 
B   + Mife     - Mife 
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4.4 Charakterisierung der Assoziation zwischen VE-Cadherin und CSK 
Zur Überprüfung der Annahme, dass die Bindung von CSK an VE-Cadherin über die SH2-
Domäne vermittelt wird, wurde das publizierte CSK-SH2-Bindungsmotiv (Songyang et al., 
1994) mit der Aminosäuresequenz von VE-Cadherin (Breier et al., 1996) verglichen. Mit 
den Aminosäuren Tyrosin685-Adenin686-Glutamin687-Valin688 enthält VE-Cadherin eine 
SH2-Bindungssequenz, die zwischen den Bereichen der „juxtamembranen Domäne“ mit 
der p120ctn-Bindungsstelle und der ß- und γ-Catenin-Bindungsstelle lokalisiert ist. Die 
p120ctn- und Catenin-Bindungsstellen sind im Gegensatz zu der Sequenz, in der sich das 
Bindungsmotiv der SH2-Domäne befindet, in der Familie der Cadherine konserviert 
(Nollet et al., 2000). 
Die Frage, ob die SH2-Bindungssequenz innerhalb von VE-Cadherin tatsächlich um das 
Tyrosin685 lokalisiert ist, wurde anhand einer VE-Cadherin-Mutante untersucht, in der das 
Tyrosin685 durch das Phenylalanin685 ersetzt wurde (hergestellt von Stefan Koch). Auf-
grund dieser Mutation wurde neben dem Austausch der Aminosäure auch die Möglichkeit 
zur Phosphorylierung an dieser Position unterbunden. Die Interaktion von SH2-Domänen 
mit ihren Bindungspartnern ist abhängig von der Phosphorylierung der im Bindungsmotiv 
enthaltenen Tyrosine (Songyang et al., 1994), wie es u.a. für die Anbindung des Adapter-
proteins Shc an VE-Cadherin über dessen SH2-Domäne (Xu et al., 1997) oder der Anbin-
dung von CSK an das membranständige Adaptermolekül Cbp (Kawabuchi et al., 2000) 
beschrieben wurde. Demnach sollte eine SH2-Domänen vermittelte Interaktion zwischen 
VE-Cadherin und CSK erst durch eine Tyrosin-Phosphorylierung des VE-Cadherin detek-
tiert werden. Außerdem sollte der Austausch des Tyrosins685 trotz der Phosphorylierung 
der übrigen Tyrosine des VE-Cadherins die Assoziation beider Proteine unterbinden. 
 
4.4.1 In-vivo- und In-vitro-Assoziation zwischen VE-Cadherin und CSK 
Zur Bestätigung der Ergebnisse des „yeast two hybrid screens“ wurde die Assoziation von 
VE-Cadherin und CSK mit biochemischen Methoden untersucht. Das Ziel dieser Experi-
mente war die Kopräzipitation der beiden Proteine in In-vitro- und In-vivo-Experimenten. 
Neben der Verwendung von rekombinanten bzw. exogenen Proteinen wurde die Interakti-
on von endogenem CSK und VE-Cadherin in der Endotheliom-Zell-Linie bEND.3 analy-
siert. 
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4.4.1.1 Die spezifische In-vitro-Assoziation von CSK mit VE-Cadherin 
Die In-vitro-Assoziation von CSK und VE-Cadherin wurde mit Hilfe von „GST-
pulldown“-Experimenten analysiert. Bei dieser Methode wird ein Interaktionspartner als 
GST-Fusionsprotein („bait“-Protein) exprimiert und über den GST-Teil an Glutathion-
Sepharose-“beads“ gekoppelt. Über das gebundene Fusionsprotein kann der andere Inter-
aktionspartner aus Lysaten präzipitiert werden.  
In den durchgeführten Experimenten wurden als „bait“-Protein die Aminosäuren 621-764 
des zytosolischen Teils von VE-Cadherinwt (Abbildung 8A) eingesetzt. Die Verwendung 
der vollständigen zytosolischen Domäne von VE-Cadherin war aufgrund der geringen  
Proteinmenge, die aus den Bakterien isoliert werden konnte, nicht möglich. Stattdessen 
wurde die VE-Cadherin-Sequenz genutzt, die im „yeast two hybrid screen“ eine positive 
Interaktion mit der CSK-SH2-Domäne aufwies. Als negative Kontrollen wurden die Fusi-
onsproteine GST-VE-CaderinY685F und GST-N-Cadherin verwendet (AS 747-906) (s. 4.4), 
während eine unspezifische Bindung an den GST-Anteil der Fusionsproteine durch den 
Einsatz des GST-Proteins ausgeschlossen werden sollte. Zur Analyse einer phosphorylie-
rungsabhängigen Assoziation der Proteine mit der CSK-SH2-Domäne wurde ein Teil der 
GST-Fusionsproteine vor der Kopräzipitation mit der humanen p60c-src-Kinase behandelt.  
Die möglichen Interaktionspartner der Fusionsproteine wurden in-vitro über ein gekoppel-
tes Transkriptions/Translations-System mit Hilfe von Retikulozytenlysaten hergestellt und 
metabolisch mit [L-35S]-Methionin markiert. Untersucht wurden die Assoziationen der 
„bait“-Proteine mit dem im „yeast two hybrid“-System gefundenen CSK-Fragment (AS57-
204), CSKwt und ß-Catenin. Das aus dem „prey-Vektor“ isolierte CSK57-204 beinhaltete als 
einzige funktionelle Einheit die SH2-Domäne von CSK. Als positive Kontrolle für die 
Funktionalität der eingesetzten GST-Cadherin-Fusionsproteine wurde ß-Catenin als Bin-
dungspartner eingesetzt. Die über die „GST-pulldown“-Experimente präzipitierten Protei-
ne wurden mit Hilfe der SDS-Page getrennt und die SDS-Gele getrocknet. Die Analyse der 
gefällten Proteine erfolgte über die Fluorographie. 
Nach der Präzipitation mit VE-Cadherinwt ist eine Proteinbande auf der Höhe von 21,5kD 
zu detektieren, die der Größe von CSK57-204 (21,5kD) entspricht und sich auf derselben 
Höhe wie das über die Kontroll-Lysate aufgetragene CSK57-204 befindet (Abbildung 8B). 
Im Gegensatz dazu ist für N-Cadherin keine Assoziation festzustellen. Das vollständige 
CSKwt wird ebenfalls mit VE-Cadherinwt kopräzipitiert. Nach der Fällung mit dem GST-
VE-Cadherinwt liegt eine Bande bei 52kD vor, die ebenfalls im Kontroll-Lysat zu detektie-
ren ist (Abbildung 8C).  
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Abbildung 8: In-vitro-Kopräzipitation von CSK über die SH2-Domäne mit GST-VE-
Cadherin. A: Schematische Übersicht der verwendeten VE-Cadherin- und CSK-
Konstrukte. CSK57-204 enthält als einziges funktionelles Element die SH2-Domäne. GST-
VE-CadY685F wurde an dem Tyrosin der CSK-SH2-Bindungssequenz mutiert. B+C: Ein Teil 
der GST-Fusionsproteine wurde vor der Präzipitation mit Hilfe der p60c-src phosphoryliert. 
Die Detektion der präzipitierten, L-[35S]Methionin markierten Proteine erfolgte nach der 
Trennung mittels der SDS-Page und dem Trocknen der Gele über die Fluorographie. Als 
Expressionskontrolle der in-vitro exprimierten Proteine wurden Aliquots der Lysate aufge-
tragen. B: In-vitro-Translation von CSK57-204 und Phosphotyrosin abhängige Präzipitation 
mit GST-VE-Cadherin. C: In-vitro-Translation von CSKwt und phosphorylierungsabhängi-
ge Präzipitation mit GST-VE-Cadherin. 
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Analog zu dem CSK-Fragment bindet CSKwt nicht an GST-N-Cadherin, außerdem findet 
keine Interaktion mit dem mutierten VE-CadherinY685F statt. Eine unspezifische Bindung 
an den GST-Teil der Fusionsproteine kann ausgeschlossen werden, da keine 52kD Bande 
nach der Fällung mit dem GST-Protein detektiert wird.  
Die Voraussetzung für die Bindung von CSK57-204 und CSKwt ist die Phosphorylierung der 
Tyrosine des VE-Cadherins über die p60c-src-Kinase. Ohne die vorausgegangene Behand-
lung der Fusionsproteine mit der Kinase können die Interaktionen zwischen VE-Cadherin 
und den CSK-Konstrukten nicht nachgewiesen werden (Abbildung 8B und C).  
 
 
Abbildung 9: In-vitro-Kopräzipitation von ß-Catenin mit den GST-Cadherin-Konstrukten. 
Die Detektion des kopräzipitierten, L-[35S]Methionin markierten ß-Catenin erfolgte nach der Tren-
nung mit Hilfe der SDS-Page und Trocknen der Gele über Fluorographie. Als Expressionskontrolle 
des in-vitro exprimierten Proteins wurde ein Aliquot des Lysats aufgetragen. 
 
 
Die fehlende Interaktion der CSK-Konstrukte mit dem GST-N-Cadherin oder dem GST-
VE-CadherinY685F ist nicht auf eine artifizielle Bindungsunfähigkeit der Fusionsproteine 
zurückzuführen, wie sie z.B. durch eine untypische Faltung hervorgerufen wird. Die drei 
eingesetzten GST-Fusionsproteine binden im nahezu gleichem Umfang an ß-Catenin 
(97kD) (Abbildung 9), dessen Signal in allen drei GST-Präzipitaten mit der gleichen Inten-
sität detektiert wird. Mit Hilfe eines separaten Gels und der Coomassiefärbung wurde zu-
sätzlich überprüft, ob eine vergleichbare Menge an Fusionsproteinen an die Sepharose-
„beads“ gekoppelt bzw. die Proteine nicht degradiert waren (diese Daten sind nicht ge-
zeigt).   
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4.4.1.2 In- vivo-Assoziation zwischen VE-Cadherin und CSK in heterologen Syste-
men 
Die weiterführende Analyse der Assoziation von VE-Cadherin und CSK erfolgte mit Hilfe 
von In-vivo-Experimenten in heterologen Expressionssystemen. Dafür wurden COS7-Zel-
len transient und CHO-Zellen stabil mit VE-Cadherinwt oder VE-CadherinY685F zusammen 
mit CSKwt transfiziert (s. 4.3). Aus den Lysaten der Zellen wurde einer der beiden Interak-
tionspartner immunopräzipitiert und die Menge des kopräzipitierten Bindungspartners mit 
Hilfe des Western-Blots analysiert. Da die Aussagen der COS7- und CHO-Experimente 
nahezu  identisch waren, werden in diesem Abschnitt die Ergebnisse der Kopräzipitationen 
aus CHO-Zellen dargestellt. Dass die Präzipitationen ebenfalls in COS7-Lysaten durchge-
führt werden können, ist der Abbildung 16B des Abschnitts 4.5.1 zu entnehmen. 
Die stabil transfizierten CHO-Zellen exprimierten konstitutiv VE-Cadherinwt oder VE-
CadherinY685F, endogenes CSK sowie induzierbares CSKwt. Die Expression des induzierba-
ren CSKwt konnte je nach Ansatz durch Zugabe von Mifepristone gestartet werden. Zur 
endogenen Tyrosin-Phosphorylierung der Proteine wurden einige Ansätze mit Pervanadat, 
einem Inhibitor von Phosphatasen, behandelt. Die Präzipitation der Proteine erfolgte in den 
Triton X-100-Lysaten von ca. 1x107 Zellen pro Ansatz. Nach der Trennung der Präzipitate 
mit Hilfe der SDS-Page und dem Transfer auf Nitrozellulose-Membranen wurden zunächst 
die Mengen der kopräzipitierten und anschließend die der präzipitierten Proteine auf der-
selben Membran über Immunoblots analysiert. Zur Kontrolle der Proteinexpression wur-
den Aliquots der Lysate über separate Western-Blots analysiert. 
Analog zu den In-vitro-Experimenten kopräzipitiert VE-Cadherinwt mit CSK, das im Blot 
als Doppelbande auf der Höhe von 50-52kD vorliegt (Abbildung 10A). Die Assoziation 
der Proteine ist abhängig von der endogenen Tyrosin-Phosphorylierung. Im Gegensatz zu 
den In-vitro-Analysen ist auch ohne die Phosphorylierung eine schwache Bande zu erken-
nen, die auf eine endogene „Grundphosphorylierung“ von VE-Cadherin in den Zellen hin-
deutet. Diese könnte eine CSK-Bindung im geringen Umfang ermöglichen. Das Auftreten 
der Doppelbande ist auf die Verwendung des αCSK-Antikörpers zurückzuführen, der so-
wohl an endogenes CSK (50,8kD, untere Bande) als auch an exogenes CSK (52kD, obere 
Bande) bindet. Im Vergleich zu den Kontroll-Lysaten (4. Blot) ist die untere Bande in allen 
Zell-Lysaten nachzuweisen, die 52kD-Bande kommt nach der Induktion von CSKwt hinzu. 
Allerdings tritt eine Intensivierung des Signals der unteren Bande nach der Induktion von 
exogenem CSK in den Zellen auf und widerspricht einer strikten Trennung beider Formen.  
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Abbildung 10: Ko-Immunopräzipitationen von CSK und VE-Cadherin aus CHO-Zell-
Lysaten. Die stabil mit VE-Cadherinwt,/VE-CadherinY685F und induzierbaren CSKwt transfizierten 
CHO-Zellen wurden für 16h +/- Mifepristone und +/- Pervanadat (PV) behandelt. Die Präzipitati-
onen erfolgten aus Triton X-100-Lysaten der Zellen. Als Kontrolle der Proteinexpressionen wurden 
Aliquots der Lysate auf separate Gele aufgetragen. Nach der Trennung über die SDS-Page und 
dem Transfer auf Nitrozellulose-Membranen erfolgte die Analyse im Western-Blot. A: Präzipitati-
on von VE-Cadherin und Analyse der kopräzipitierten Menge an CSKwt (1. Blot). Als Kontrolle für 
den polyklonalen IP-Antikörper wurde das Prä-Immun-Serum (PIS) verwendet. Auf derselben 
Membran erfolgte der Immunoblot gegen VE-Cadherin. (2. Blot) und ß-Catenin (3. Blot). B: Nach 
der Präzipitation von CSKwt über den Myc-Tag aus den Lysaten von VE-Cadwt/CSKwt exprimieren-
den Zellen wurden die präzipitierten Mengen an VE-Cadherinwt (1. Blot) sowie CSKwt (2. Blot) mit 
Hilfe des Immunoblots analysiert.  
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VE-Cadherinwt assoziiert ebenfalls mit endogenem CSK (1. Blot). Ohne die Induktion von 
CSK ist eine Bande bei 50,8kD nachzuweisen, deren Signal eine sehr geringe Intensität 
aufweist. Dieses schwache Signal ist auf die geringe Menge an endogenem CSK in den 
Zellen zurückzuführen (vgl. 4. Blot). Im Gegensatz zu VE-Cadherinwt ist die Bindung von  
VE-CadherinY685F an CSK trotz der Tyrosin-Phosphorylierung nicht nachzuweisen (1. 
Blot). Ein Artefakt kann ausgeschlossen werden, denn in den Lysaten der induzierten Zel-
len war ausreichend CSK vorhanden (4. Blot) und die Mengen an VE-Caderinwt sowie VE-
CadherinY685F (120kD) waren vergleichbar (2. Blot). Außerdem kopräzipitieren beide Kon-
strukte in nahezu gleichem Umfang mit ß-Catenin (3. Blot).   
Die Interaktion der beiden Proteine ist auch über die Präzipitation von CSKwt und dem 
anschließenden Immunoblot gegen VE-Cadherin nachzuweisen (Abbildung 10B). Im Ver-
gleich zu den oben ausgeführten Ergebnissen kann eine Kopräzipitation ohne die Tyrosin-
Phosphorylierung von VE-Cadherin nicht nachgewiesen werden. Dies könnte auf eine ge-
ringere Sensitivität dieses Systems zurückzuführen sein. Im Gegensatz zu dem transfizier-
ten CSKwt wird endogenes CSK bei der Präzipitation mit Hilfe des αMyc-Antikörpers 
nicht berücksichtigt, angezeigt durch die einzelne CSK Bande bei 52kD (2. Blot). Dement-
sprechend wurde mit endogenem CSK assoziiertes VE-Cadherin nicht präzipitiert.  
 
4.4.1.3 Die Bindung von endogenem CSK an endogenes VE-Cadherin in bEND.3 
Über die In-vitro-und die In-vivo-Analyse in heterogenen Expressions-Systemen konnte 
bisher gezeigt werden, dass VE-Cadherin mit CSK phosphorylierungsabhängig interagiert. 
Die Frage, ob ebenfalls endogen exprimiertes CSK mit endogenem VE-Cadherin assozi-
iert, wurde mit Hilfe von Kopräzipitationen aus Lysaten der Endotheliom-Zell-Linie 
bEND.3 beantwortet.  
Da die exprimierte Menge an CSK im Gegensatz zu den heterogenen Systemen gering ist, 
wurde die ca. 5-fache Zellmenge (5x107 Zellen/Ansatz) zur Herstellung der Lysate einge-
setzt. Vor der Triton X-100-Lyse wurde ein Teil der Ansätze mit Pervanadat behandelt. 
Zur Kontrolle der Proteinexpression wurden Lysat-Aliquots auf die Gele aufgetragen. Die 
Präzipitate und Lysate wurden mit Hilfe der SDS-Page getrennt und auf Nitrozellulose-
Membranen transferiert. Anschließend erfolgte die Analyse der präzipitierten Mengen an 
CSK und VE-Cadherin mit Hilfe des Western-Blots. 
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Endogenes VE-Cadherin kopräzipitiert in Lysaten von bEnd.3-Zellen mit endogenem CSK 
(Abbildung 11). Auf der Höhe von 50,8kD ist nach der Präzipitation von VE-Cadherin die 
CSK spezifische Proteinbande zu detektieren, die von der endogenen Phosphorylierung 
abhängig ist (1. Blot). Das als negative Kontrolle eingesetzte Prä-Immun-Serum (PIS) prä-
zipitiert ebenfalls ein Protein, dieses besitzt aber ein deutlich größeres Molekulargewicht 
als CSK. Aufgrund der starken Signale des Immunoblots gegen das präzipitierte VE-
Cadherin (2. Blot) wurde dieser Blot nur sehr kurz exponiert und täuscht eine geringere 
Expression von VE-Cadherin in den Lysaten im Vergleich zu CSK (vgl. 1. Blot) vor.  
 
 
 
 
Sowohl in den In-vitro-als auch in den In-vivo-Experimenten assoziiert VE-Cadherin mit 
CSKwt. In-vitro konnte gezeigt werden, dass die Assoziation spezifisch für VE-Cadherin, 
nicht aber für N-Cadherin ist. Die Assoziation der beiden Proteine wird über die Bindung 
der CSK-SH2-Domäne an das SH2-Bindungsmotiv der zytosolischen Domäne von VE-
 
 
Abbildung 11: Ko-Immunopräzipitation von VE-Cadherin und endogenem CSK aus 
bEND.3-Zell-Lysaten. Ein Teil der bEND.3-Zellen wurde vor der Lyse mit Pervanadat (PV) be-
handelt. Die Präzipitation von VE-Cadherin erfolgte über den polyklonalen Antikörper aus Triton 
X-100-Lysaten. Als Kontrolle des IP-Antikörpers wurde das Prä-Immun-Serum (PIS) verwendet. 
Die Proteinexpressionskontrolle der Proteine erfolgte über die Auftragung von Lysaten. Nach der 
Trennung der Proteine über die SDS-Page und dem Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran 
wurde zunächst die Menge an CSK (1. Blot) und anschließend die Menge an VE-Cadherin (2. Blot) 
mit Hilfe des Western-Blots analysiert. 
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Cadherin vermittelt und ist abhängig von der Phosphorylierung des enthaltenen Tyrosins. 
In-vivo wurde die Interaktion zwischen VE-Cadherin und CSK sowohl mit exogenen als 
auch mit endogenen Proteinen in verschiedenen Zellsystemen bestätigt. 
 
4.4.2 Kolokalisierung von VE-Cadherin und CSK in immunzytochemischen Analy-
sen 
Neben den biochemischen Experimenten wurde zur Charakterisierung der Interaktion von 
CSK und VE-Cadherin die zellbiologische Methode der immunzytochemischen Färbung 
angewandt. Das Ziel dieser Experimente war die Visualisierung der Kolokalisierung beider 
Proteine in den Zellkontakten in Abhängigkeit von der endogenen Protein-Phos-
phorylierung.  
Die stabil mit VE-Cadherin oder VE-Cadherinwt und induzierbarem CSK transfizierten 
Zellen sowie untransfizierte CHO-Zellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert und mit Me-
thanol fixiert. Vor der Fixierung wurde in den Zellen, je nach Ansatz, für 9h CSK induziert 
und die Proteine für 5min über Pervanadat endogen phosphoryliert. VE-Cadherin, CSKwt 
und ß-Catenin wurden in den fixierten Zellen über spezifische Antikörper (αMyc für 
CSKwt) erkannt und über TexRed (für CSKwt und ß-Catenin) bzw. Cy2 (für VE-Cadherin) 
konjugierte sekundäre Antikörper gefärbt. Die Analyse der Lokalisierung beider Proteine 
erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopes (CLSM). 
In allen untersuchten Ansätzen, in denen sowohl VE-Cadherinwt als auch VE-CadherinY685F 
exprimiert werden, sind diese in den Zellkontakten lokalisiert. In den VE-Cadherinwt/CSK 
exprimierenden Zellen ist die Lokalisierung des induzierten CSK abhängig von der endo-
genen Protein-Phosphorylierung (Abbildung 12). Ohne den Zusatz von Pervanadat liegt 
CSKwt (rote Färbung) größtenteils diffus innerhalb des Zytosols vor (B) und ist weder spe-
zifisch an der Membran rekrutiert, noch mit VE-Cadherin kolokalisiert. Nach der endoge-
nen Protein-Phosphorylierung wird CSKwt an die Membran rekrutiert (A) und kolokalisiert 
mit VE-Cadherin. Dies wird in der Überlagerung der Bilder durch die kräftige Gelbfärbung 
der Zellkontakte angezeigt. 
In den VE-CadherinY685F transfizierten Zellen (Abbildung 13) ist die Rekrutierung von 
CSKwt an die Membran nach der endogenen Protein-Phosphorylierung weniger stark aus-
geprägt. Zwar findet ebenfalls eine schwache Rekrutierung an die Membran nach der 
Phosphorylierung statt (A), diese führt aber in der Überlagerung der Bilder zu keiner mas-
siven Erhöhung der Gelbfärbung in den Zellkontakten, wie es in den VE-Cadherinwt trans-
fizierten Zellen zu beobachten ist. Diese Membranrekrutierung könnte auf weitere memb-
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ranständige Proteine zurückzuführen sein, die phosphorylierungsabhängig CSK binden 
können.  
Die beiden transfizierten VE-Cadherin-Konstrukte werden in den Zellen funktionell 
exprimiert und sind mit ß-Catenin assoziiert (Abbildung 14).  
 
 CSK VE-Cadherin Überlagerung 
 
Abbildung 12: CSK bindet phosphorylierungsabhängig an VE-Cadherinwt in CHO-Zellen.
Die konfluenten CHO-Zellen (Klon: 20,9) wurden nach +/- 9h CSK-Induktion und +/- 5min Perva-
nadat-Behandlung mit MeOH fixiert und über spezifische Antikörper markiert. Rot: Färbung von 
CSKwt über αMyc-Antikörper, Grün: Färbung von VE-Cadherinwt über 11D4.1. Die Gelbfärbung 
in der Überlagerung der Bilder zeigt die Kolokalisierung der Proteine an. A: Induzierte, mit Per-
vanadat behandelte Zellen. B: Induzierte Zellen ohne Pervanadat-Behandlung. C: Nicht induzierte, 
mit Pervanadat behandelte Zellen. 
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Sowohl in den VE-Cadherinwt/CSK transfizierten Zellen (20,9) als auch in den VE-
CadherinY685F transfizierten Zellen (3,30) ist in der Überlagerung der einzelnen Fluores-
zenzbilder eine deutliche Gelbfärbung der Zellkontakte zu erkennen, die auf eine Kolokali-
sierung der Proteine hinweist. Als negative Kontrolle für diese Kolokalisierung und zur 
 CSK VE-Cadherin Überlagerung 
 
Abbildung 13: CSK bindet nicht an VE-CadherinY685F in CHO-Zellen. Die konfluenten CHO-
Zellen (Klon 3,30) wurden nach +/- 9h CSK-Induktion und +/- 5min Pervanadat-Behandlung mit 
MeOH fixiert und mit spezifischen Antikörpern markiert. Rot: Färbung von CSKwt über αMyc-
Antikörper, Grün: Färbung von VE-CadherinY685F über 11D4.1. Die Gelbfärbung in der Überlage-
rung der Bilder zeigt die Kolokalisierung der Proteine an. A: Induzierte, mit Pervanadat behandel-
te Zellen. B: Induzierte Zellen ohne Pervanadat-Behandlung. C: Nicht induzierte, Pervanadat be-
handelte Zellen. 
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Überprüfung der unspezifischen Bindung des VE-Cadherin-Antikörpers wurden zusätzlich 
untransfizierte CHO-Zellen mit dieser Methode analysiert (C). Ohne die Expression von 
VE-Cadherin ist keine Färbung der Zellkontakte zu detektieren und ß-Catenin liegt diffus 
im Zytosol vor. 
 
 
 ß-Catenin VE-Cadherin Überlagerung 
 
Abbildung 14: ß-Catenin bindet an VE-Cadherinwt sowie an VE-CadherinY685F in CHO-
Zellen. Die konfluenten CHO-Zellen wurden MeOH fixiert und die Proteine mit spezifischen Anti-
körpern markiert. Rot: Färbung von ß-Catenin, Grün: Färbung von VE-Cadherin. Die Gelbfär-
bung in der Überlagerung der Bilder zeigt die Kolokalisierung der Proteine an. A: Mit VE-
Cadherinwt und induzierbarem CSKwt transfizierte Zellen (Subklon 20,9). B: Mit VE-CadherinY685F
und induzierbaren CSKwt transfizierte Zellen (Subklon 3,30). C: Nicht transfizierte CHO-Zellen. 
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Mit Hilfe der immunzytochemischen Färbungen konnte die Kolokalisierung von VE-
Cadherin mit CSK in Abhängigkeit von der endogenen Phosphorylierung und dem voll-
ständigen Bindungsmotiv der SH2-Domäne in CHO-Zellen visualisiert werden. Zwar kann 
CSK auch über andere Proteine an die Zellmembran rekrutiert werden, allerdings ist der 
Umfang dieser Rekrutierung erheblich geringer als der über VE-Cadherinwt vermittelte 
Mechanismus.  
 
4.5 Biologische Relevanz der VE-Cadherin-CSK-Interaktion 
Nachdem auf biochemischem und zellbiologischem Weg gezeigt werden konnte, dass VE-
Cadherin phosphorylierungsabhängig mit CSK interagiert, stellte sich die Frage nach der 
biologischen Relevanz dieser Interaktion. Zunächst wurde untersucht, welchen Einfluss 
CSK auf den Phosphorylierungsgrad der Tyrosine von VE-Cadherin nimmt. In der Litera-
tur wurde gezeigt, dass ein möglicher Zusammenhang zwischen dem Phosphorylie-
rungsgrad der intrazellulären VE-Cadherin-Tyrosine und den Funktionen von VE-Cadherin 
besteht. So konnte z.B. in unserem Labor nachgewiesen werden, dass durch die Expression 
der Tyrosin-Phosphatase VE-PTP einerseits VE-Cadherin dephosphoryliert wird und ande-
rerseits die Zell-Zellkontakte gestärkt werden (Nawroth et al., 2002). Für CSK wäre eine 
ähnliche Funktion als Regulator der VE-Cadherin-Phosphorylierung denkbar. Dabei könn-
te CSK sowohl als Kinase eine aktive Phosphorylierung von VE-Cadherin durchführen, als 
auch durch seine beschriebene Funktion als Inhibitor der Src-Kinasen (Nada et al., 1991) 
eine Reduzierung des Phosphorylierungsgrades vermitteln. Für PECAM-1, einem weiteren 
endothelialen Adhäsionsprotein, wurde die Steigerung der Tyrosin-Phosphorylierung über 
die Koexpression mit CSK bereits beschrieben (Cao et al., 1998).  
 
4.5.1 Einfluss von CSK auf die Phosphotyrosine von VE-Cadherin & PECAM-1  
Die Frage, welche Einflussnahme CSK auf die Tyrosin-Phosphorylierung von VE-
Cadherin nimmt, wurde mit Hilfe von verschiedenen CSK-Konstrukten untersucht (Abbil-
dung 15A). Als funktionelle Kontrolle wurde zusätzlich der Einfluss dieser Konstrukte auf 
Phosphotyrosine von PECAM-1 analysiert. CSKR107K trägt eine Mutation in der SH2-
Domäne und ist nur eingeschränkt zur Bindung an VE-Cadherin fähig. CSKK222R wurde 
über eine Mutation in der Kinasedomäne katalytisch inaktiviert, während die Bindungsfä-
higkeit über die SH2-Domäne erhalten blieb. Neben CSKR107K und CSKK222R wurde das 
Konstrukt CSK57-204 verwendet, das nur die SH2-Bindungsdomäne beinhaltet.  
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Die funktionellen Eigenschaften der CSK-Mutanten wurden in separaten Experimenten 
kontrolliert: 
 
1. Kontrolle der katalytischen Aktivität - Die katalytische Aktivität wurde über die In-vitro-
Autophosphorylierung der CSK-Mutanten im Vergleich zu CSKwt analysiert. Die CSK-
Konstrukte wurden in COS7-Zellen transient transfiziert und über den Myc-Tag aus den 
Triton X-100-Lysaten präzipitiert. Zur Analyse der Autophosphorylierung wurden die Prä-
zipitate mit [γ32P]-ATP radioaktiv markiert und über die SDS-Page getrennt. Nach dem 
Transfer auf Nitrozellulose-Membranen erfolgte die Analyse der Autoradiographie. Zur 
Kontrolle der Proteinexpression wurden Aliquots der Lysate auf separaten Gelen im Wes-
tern-Blot auf den Gehalt der CSK-Konstrukte analysiert.  
Von den eingesetzten CSK-Konstrukten sind CSKwt und CSKR107K katalytisch aktiv und 
können sich selbst phosphorylieren (Abbildung 16A, freundlicherweise von Henrik 
Vorschmitt zur Verfügung gestellt). In beiden Präzipitaten ist die typische CSKwt-
Proteinbande bei 52kD zu detektieren. Für CSKK222R und CSK57-204 kann dagegen keine 
katalytische Aktivität nachgewiesen werden. In den Kontroll-Lysaten sind die detektierten 
Intensitäten der Proteinbanden von CSKwt, CSKR107K und CSKK222R (52kD) in allen Ansät-
zen (Blot: αMyc) nahezu identisch, während die Expression von CSK57-204 leicht reduziert 
ist. 
 
2. Kontrolle der SH2-Domänen-Bindung an VE-Cadherin - Die Bindungsfähigkeiten der 
SH2-Domänen der CSK-Mutanten wurden über die Kopräzipitationen mit VE-Cadherin 
überprüft. CSKR107K und CSKK222R wurden mit VE-Cadherin in COS7 transient kotransfi-
ziert und die Zellen, je nach Ansatz, vor der Lyse mit Pervanadat behandelt. Nach der Prä-
zipitation der CSK-Konstrukte über den Myc-Tag aus den Triton X-100-Lysaten folgten 
die Trennung über die SDS-Page und der Transfer auf Nitrozellulose-Membranen. Die 
Expression der Proteine wurde wiederum über die Zell-Lysate kontrolliert. Die Analyse 
der präzipitierten und exprimierten Proteinmengen erfolgte im Western-Blot.  
Sowohl CSKR107K als auch CSKK222R sind zur Bindung an VE-Cadherin fähig (Abbildung 
16B). Die Mutation der SH2-Domäne (CSKR107K) inhibiert die Bindungsfähigkeit dieser 
Domäne nicht vollständig. Allerdings wird die Fähigkeit zur Assoziation mit VE-Cadherin 
im Vergleich zu der funktionellen SH2-Domäne (CSKK222R) erheblich reduziert. 
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Abbildung 15: Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin durch CSK. A: Schematische 
Übersicht der kotransfizierten CSK-Konstrukte. CSKR107K kann aufgrund einer Mutation in der 
SH2-Domäne nur noch eingeschränkt mit VE-Cadherin assoziieren, während CSKK222R katalytisch 
inaktiv ist. CSK57-204 enthält als einziges, funktionelles Element die SH2-Domäne. B & C: VE-
Cadherin und PECAM-1 wurden mit den CSK-Konstrukten transient in COS7 kotransfiziert. Nach 
der Triton X-100-Lyse der Zellen erfolgte die Präzipitation von VE-Cadherin bzw. PECAM-1, die 
Trennung der Präzipitate über die SDS-Page und der Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran. 
Die Menge an phosphorylierten Tyrosinen wurden im Western-Blot analysiert (1. Blot). Anschlie-
ßend erfolgte die Analyse der präzipitierten Mengen an VE-Cadherin bzw. PECAM-1 auf derselben 
Membran (2. Blot). In einem separaten Western-Blot wurde die Expression der CSK-Konstrukte 
mit Hilfe der Zell-Lysate überprüft (3. Blot). Die voneinander abgesetzten Spuren (B) stellen die 
Ergebnisse von zwei separaten Experimenten dar. 
A 
 
 
 
  
 
B 
 
C  
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3. Analyse der Tyrosin-Phosphorylierung - Nach der transienten Transfektion von COS7 
mit VE-Cadherin, PECAM-1 und den CSK-Konstrukten erfolgten die Präzipitationen von 
VE-Cadherin und PECAM-1 aus den Triton X-100-Lysaten, die Trennung der Proteine 
über die SDS-Page sowie der Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran. Mit Hilfe eines 
αP-Tyr-Antikörpers wurde im Immunoblot die Anwesenheit von phosphorylierten Tyro-
sinresten untersucht. Die Identifizierung der präzipitierten Proteine im Immunoblot gegen 
die Phosphotyrosine erfolgte über die Molekulargewichte sowie über die anschließenden 
Immunoblots mit spezifischen Proteinantikörpern auf derselben Membran. Die Kontrolle 
der Proteinexpressionen der CSK-Konstrukte in den Zell-Lysaten wurde in getrennten 
Western-Blots durchgeführt. 
Nach der Expression von CSKwt nimmt die Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin 
im Vergleich zu der „Grundphosphorylierung“ der „Mock“-Transfektion deutlich zu (Ab-
bildung 15B). Die Expression von CSKK222R führt zu einem vergleichbaren Anstieg der 
Tyrosin-Phosphorylierung, obwohl die Kinaseaktivität dieser Mutante vollständig inhibiert 
ist (vgl. Abbildung 16A). Eine Zunahme der Phosphorylierung kann auch durch die 
Kotransfektion mit der SH2-Domäne (CSK57-204) herbeigeführt werden. Den geringsten 
Anstieg der Tyrosin-Phosphorylierung vermittelt die Expression des CSK mit der mutier-
ten SH2-Domäne (CSKR107K). Die Analyse der Proteinexpressionen mit Hilfe der Zell-
Lysate zeigt, dass CSKwt, CSKR107K und CSKK222R jeweils in einer vergleichbaren Menge 
exprimiert wird. Die Expression des CSK57-204 ist im Vergleich zu den anderen Konstruk-
ten etwas geringer. 
Die Koexpression der CSK-Konstrukte mit PECAM-1 nimmt einen ähnlichen Einfluss auf 
die Tyrosin-Phosphorylierung der oberen Bande der PECAM-1-typischen Doppelbande 
(Abbildung 15C). CSKwt, CSKK222R und CSK57-204 steigern die Phosphorylierung der Tyro-
sine in nahezu gleichem Umfang. Die geringste Menge an phosphorylierten Tyrosinresten 
ist nach der Expression von CSKR107K zu detektieren. 
 
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass CSK nicht direkt über seine katalytische Kina-
seaktivität an der Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin und PECAM-1 beteiligt zu 
sein scheint, denn die katalytisch inaktiven Konstrukte CSKK222R und CSK57-204 sind eben-
falls zur Steigerung der Phosphorylierung fähig. Die Änderung der Tyrosin-
Phosphorylierung korreliert vielmehr mit der Bindungsfähigkeit der SH2-Domäne.  
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Abbildung 16: Funktionelle Kontroll-Experimente der CSK-Mutanten. A: Die CSK-
Konstrukte wurden transient in COS7 transfiziert und über den Myc-Tag aus den Triton X-100-
Lysaten präzipitiert. Anschließend erfolgte die In-vitro-Autophosphorylierung der Proteine mit [γ-
32P]-ATP. Nach der SDS-Page-Trennung und dem Trocknen des Gels wurde die Kinaseaktivität 
anhand der Autoradiographie analysiert. Die Expression der Proteine wurde über die Trennung 
von Lysat-Aliquots mit der SDS-Page, den Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran und den Im-
munoblot gegen den Myc-Tag kontrolliert (durchgeführt von Henrik Vorschmitt). B: Die CSK-
Konstrukte wurden mit VE-Cadherinwt transient in COS7 kotransfiziert. Nach der Inkubation eini-
ger Ansätze mit Pervanadat (PV) erfolgte die Präzipitation der CSK-Konstrukte über den Myc-Tag 
aus den Triton X-100-Lysaten, die Trennung der Präzipitate mit Hilfe der SDS-Page und der 
Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran. Die Assoziation der CSK-Konstrukte mit VE-Cadherin 
wurde über Immunoblots gegen VE-Cadherin analysiert (1. Blot). Die Kontrolle der Proteinex-
pressionen erfolgte über die Zell-Lysate in separaten Western-Blots (2. und 3. Blot). 
A 
 
 
B 
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4.5.2 Der Einfluss von CSK auf die Zellkontaktintegrität 
Die Frage, ob die Bindung von CSK an VE-Cadherin einen Einfluss auf die Integrität der 
über VE-Cadherin verstärkten Zellkontakte ausübt, wurde mit Hilfe von Permeabilitätsex-
perimenten untersucht. Die stabil mit VE-Cadherinwt oder VE-CadherinY685F und CSKwt 
transfizierten Zellen wurden auf Transwell-Filtern ausgesät und bis zur Konfluenz kulti-
viert. Zur Veranschaulichung der VE-Cadherin vermittelten Stärkung der Zell-Zellkontakte 
wurden zusätzlich untransfizierte CHO-Zellen und VE-Cadherin transfizierte CHO-Zellen 
verwendet. Nach der Induktion von CSK wurde die innerhalb einer Stunde durch die Zell-
schicht diffundierte Menge eines Fluoreszenzfarbstoffes (FITC-Dextran, 42kD) über die 
Fluoreszenz ermittelt. Diese galt als Maß für die Durchlässigkeit der Zellschichten gegen-
über Makromolekülen. Zur Berechnung der prozentualen Permeabilität wurden die gemes-
senen Fluoreszenzwerte der nicht induzierten Ansätze =100% gesetzt und die Werte nach 
der Induktion daran normiert. Dasselbe Verfahren wurde bei den CHO-Zellen (=100%) in 
Bezug auf die VE-CHO-Zellen verwendet.  
 
 
Abbildung 17: CSK nimmt keinen Einfluss auf die VE-Cadherin vermittelte Stärkung der 
Zell-Zellkontakte. Die CHO-Zellen (Klon 20,9, Klon 3,30 (s. 4.3.1), VE-Cadherin transfizierte 
Zellen und untransfizierte CHO-Zellen) wurden in Transwell-Filtern ausgesät und bis zur Kon-
fluenz kultiviert. Nach der angegebenen Induktionsdauer mit Mifepristone wurden die Fluoreszen-
zen des durch die Zellschichten diffundierten Fluoreszenzfarbstoffes (FITC-Dextran, 42kD) als 
Maß für die Durchlässigkeit der Zellschichten gemessen. Die Werte der induzierten Ansätze wur-
den auf die der nicht induzierten Ansätze (=100%) normiert (bzw. die Werte der VE-Cadherin 
transfizierten Ansätze (VE-CHO) auf die Werte der untransfizierten CHO-Zellen). Die dargestell-
ten Balken entsprechen n=3 Werten.      
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Durch die Expression von VE-Cadherin in CHO-Zellen wird die Durchlässigkeit der Zell-
schichten auf 32,9% ±4% der Durchlässigkeit untransfizierter Zellen reduziert und bestä-
tigt die Verstärkung der Zell-Zellkontakte durch VE-Cadherin (Abbildung 17). Einen Ein-
fluss der Assoziation von VE-Cadherin mit CSK auf diese Verstärkung kann allerdings 
nicht nachgewiesen werden. Zwar wird die Durchlässigkeit der VE-Cadherinwt/CSKwt 
transfizierten Zellen durch die Induktion von CSKwt von 100% ±18,9% auf maximal 
79,6% ±8,1% nach 6h reduziert, doch ist diese Abnahme nicht signifikant und konnte auch 
in weiteren Experimenten nicht hinreichend nachgewiesen werden. 
 
4.5.3 Der Einfluss der CSK-VE-Cadherin-Assoziation auf die Adhäsivität des Cad-
herins 
Die Untersuchung des Einflusses der CSK-VE-Cadherin-Bindung auf die VE-Cadherin 
vermittelte Ausbildung von Zell-Zellkontakten wurde mit Hilfe von Aggregationsexperi-
menten durchgeführt. Die stabil mit VE-Cadherinwt oder VE-CadherinY685F sowie indu-
zierbaren CSKwt transfizierten CHO-Zellen wurden mit und ohne Induktion von CSKwt 
vereinzelt und die Anzahl der Partikel vor und nach der Inkubation für 1h bei 100rpm be-
stimmt. Die Aggregation definierte sich aus der Abnahme der Partikel durch die Zusam-
menlagerung der Zellen.  
 
Abbildung 18: Die CSK-VE-Cadherin-Assoziation nimmt keinen Einfluss auf die Adhäsivität 
des Cadherins. Nach der +/- 6h Induktion von CSKwt wurden die CHO-Zellen (Klon 20,9 und 3,30 
(s. 4.3.1)) vereinzelt und die Anzahl der Partikel vor und nach der Inkubation für 1h bei 100rpm 
ausgezählt. Als Maß für die Aggregation wurden die Partikelzahlen aufeinander normiert. Die 
Balken stellen n=4 Werte dar.  
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Durch die Induktion von CSKwt kann in den transfizierten CHO-Zellen keine signifikante 
Änderung der Aggregationsfähigkeit in Abhängigkeit von der Bindung zu VE-Cadherin 
gezeigt werden (Abbildung 18). In den VE-Cadherinwt/CSKwt transfizierten Zellen nimmt 
die Aggregationsfähigkeit von 18,5% ±3,6% auf 13,5% ±3,8% durch die Induktion ab, ein 
ähnlicher Effekt ist jedoch ebenfalls in den Zellen zu zeigen, in denen VE-Cadherin CSK 
nicht rekrutieren kann (nicht induziert: 16,2% ±3,7%, induziert: 13,6% ±2,5%). Ein Ein-
fluss der Assoziation zwischen VE-Cadherin und CSK auf die Aggregationsfähigkeit von 
CHO-Zellen konnte somit nicht nachgewiesen werden.  
 
4.5.4 Der Einfluss der CSK-VE-Cadherin-Assoziation auf die Proliferationsrate von 
CHO-Zellen 
Neben der Ausbildung und Stabilisierung von Zell-Zellkontakten wird für VE-Cadherin in 
der Literatur eine weitere wichtige Funktion in der Regulation der Zellproliferation disku-
tiert. Bisher konnte gezeigt werden, dass VE-Cadherin an der Kontakt-Inhibition der 
Zellproliferation beteiligt ist (Caveda et al., 1996). In konfluenten Zellen nimmt VE-
Cadherin an der Inhibition der VEGF stimulierten Proliferation teil (Lampugnani et al., 
2003).  
Die Frage, ob die Assoziation von VE-Cadherin und mit dem Src-Kinasen-Inhibitor CSK 
Einfluss auf die Zellproliferationsrate ausübt, wurde anhand von Proliferationsexperimen-
ten mit CHO-Zellen untersucht. Der Zusammenhang zwischen der Proliferation und der 
Rekrutierung von CSK über VE-Cadherin wurde in transfizierten CHO-Zellen analysiert, 
die induzierbares CSKwt sowie VE-Cadherinwt oder die CSK-bindungsunfähige Mutante 
VE-CadherinY685F exprimierten. Ob das transfizierte VE-Cadherin ebenfalls in den CHO-
Zellen Kontakt inhibierend auf die Zellproliferation wirkt, wurde über die Blockierung von 
VE-Cadherin mit funktionellen Antikörpern bei verschiedenen Zelldichten untersucht. In 
den zusätzlich mit Flk-1 (VEGF-R2) transfizierten Zellen sollte der Einfluss dieser Rezep-
tor-Tyrosin-Kinase auf die Zellproliferation in Hinblick auf die VE-Cadherin-CSK-
Assoziation geklärt werden.  
 
Die VE-Cadherin-CSK-Assoziation nimmt Einfluss auf die Zellproliferation – Die stabil 
mit VE-Cadherinwt (Klon 20,9 und 29,5) bzw. VE-CadherinY685F (Klon 2,24 und 3,30) und 
CSKwt transfizierten CHO-Zellen wurden in einer subkonfluenten Zelldichte ausgesät und 
über Nacht kultiviert. Nach der +/- Induktion von CSKwt für 8h wurden die Zellen mit 
[Methyl-3H]-Thymidin metabolisch markiert und nach weiteren 20h geerntet. Die Analyse 
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der aufgenommenen Radioaktivitäten erfolgte mit Hilfe des Scintillation Counters. Die 
gemessenen Radioaktivitäten der induzierten Ansätze wurden in jedem Experiment gegen-
über denen der nicht induzierten Ansätze normiert (nicht induziert entspricht dem Wert 
100) und anschließend gemittelt. Zur Kontrolle der CSKwt-Expression wurden die Harn-
stoff-SDS-Lysate der Klone 20,9 (VE-Cadherinwt/CSKwt) und 3,30 (VE-Cadher-
inY685F/CSKwt) nach der Angleichung der Proteingehalte mit Hilfe des BCA-Tests im Wes-
tern-Blot über den αMyc-Antikörper analysiert.  
Durch die Induktion von CSKwt wird in den Zell-Linien, in denen CSK an VE-Cadherinwt 
bindet, die Proliferationsrate auf ca. 60% der nicht induzierten Zellen reduziert (Abbildung 
19A, Klon 20,9: 61,2% ±8,9%, Klon 29,5: 63,1% ±9,9%). Im Gegensatz dazu bleibt die 
Proliferationsrate der Zell-Linien, in denen VE-CadherinY685F keine Bindung zu CSK ein-
gehen kann, nahezu unbeeinflusst von der Induktion des CSKwt (Klon 2,24: 97,4% 
±0,16%, Klon 3,30: 99,4% ±10,5%). Dass der detektierte Effekt der VE-Cadherin-CSK-
Assoziation auf die Zellproliferation nicht auf einer unterschiedlichen Expressionsmenge 
an CSKwt beruht, kann für die Klone 3,30 und 20,9 anhand der im Western-Blot analysier-
ten Lysate ausgeschlossen werden (Abbildung 19B). Die Menge des Proteins nach 28h 
Induktion ist in den VE-Cadherinwt transfizierten Zellen im Vergleich zu den VE-
CadherinsY685F transfizierten Zellen sogar etwas reduziert.   
 
Einfluss von VE-Cadherin auf die Kontakt-Inhibition der Zellteilung in  CHO-Zellen – Zur 
Analyse des Einflusses von VE-Cadherin auf die Kontakt-Inhibition der Zellproliferation 
wurden die stabil mit VE-Cadherinwt (Klon 20,9) bzw. VE-CadherinY685F (Klon 3,30) und 
CSKwt transfizierten CHO-Zellen in unterschiedlichen Dichten (subkonfluent bis kon-
fluent) ausgesät und die von VE-Cadherin vermittelten Zell-Zellkontakte in einigen Ansät-
zen über Antikörper blockiert. Die drei eingesetzten monoklonalen Antikörper waren ge-
gen die erste, dritte und fünfte extrazelluläre Domäne von VE-Cadherin gerichtet und re-
duzierten in Aggregationsexperimenten die Ausbildung von Zell-Zellkontakten (persönli-
che Mitteilung von Stephan Kloep). Die Werte der mit Antikörpern behandelten Ansätze 
wurden auf die Werte der nicht behandelten Ansätze (=100) normiert.  
In beiden verwendeten Zell-Linien ist keine signifikante Auswirkung der VE-Cadherin-
Blockierung mit Hilfe von Antikörpern auf die Zellproliferation zu beobachten (Abbildung 
20). Dieses gilt sowohl für subkonfluent als auch für konfluent ausgesäte Zellschichten und 
ist unabhängig von der Mutation des VE-CadherinY685F.    
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Abbildung 19: Die CSK-VE-Cadherin-Assoziation reduziert die Zellproliferation von CHO-
Zellen. A: Die mit VE-Cadherinwt/CSKwt (Klone 20,9 und 29,5) und VE-CadherinY685F/CSKwt (Klo-
ne 2,24 und 3,30) transfizierten Zellen wurden subkonfluent für +/- 8h induziert, anschließend für 
20h mit Tritium-Thymidin markiert und geerntet. Die grauen Balken repräsentieren die gemittelten 
Radioaktivitäten der induzierten Zellen von 2 (Klon 2,24), 6 (Klone 29,5 und 3,30) und 7 (Klon 
20,9) unabhängigen Experimenten mit je 6 einzelnen Werten und sind normiert auf die Werte der 
nicht induzierten Zellen (schwarzer Balken, =100). B: Kontrolle der CSKwt-Expression nach 28h 
Induktion. Gleiche Proteinmengen von Harnstoff-SDS-Zell-Lysaten wurden auf den CSKwt-Gehalt 
im Western-Blot analysiert.   
 
 
Flk-1 nimmt keinen Einfluss auf die Zellproliferation in CHO-Zellen – Um den Einfluss 
von Flk-1 auf die über die VE-Cadherin-CSK-Assoziation vermittelte Reduktion der Proli-
feration zu analysieren, wurden die zusätzlich mit Flk-1 transfizierten Zell-Linien in den 
Proliferationsexperimenten verwendet. Durch die Überexpression ist diese Rezeptor-
Tyrosin-Kinase konstitutiv aktiv und phosphoryliert in CHO-Zellen transfiziertes VE-
Cadherin an den Tyrosinresten (Nawroth et al., 2002). Die Experimente wurden analog zu 
den nicht Flk-1 transfizierten Zellen durchgeführt. 
A 
 
 
B 
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Abbildung 20: Die Kontakt-Inhibition der Proliferation kann in CHO-Zellen nicht über 
αVE-Cadherin-Antikörper inhibiert werden. Die stabil mit VE-Cadherinwt bzw. VE-
CadherinY685F und CSKwt transfizierten CHO-Zellen wurden in unterschiedlichen Dichten [Zel-
len/Schale] ausgesät, mit funktionellen Antikörpern gegen VE-Cadherin behandelt (VE1.1, VE57.1, 
11D4.1, je 250µg/ml) und für 20h mit Tritium-Thymidin markiert. Die Balken repräsentieren die 
normierten Radioaktivitäten (nicht induziert =100) von 4 einzelnen Messwerten (n=4).     
 
 
In den Zellen, in denen die Assoziation zwischen VE-Cadherin und CSK stattfinden kann, 
wird die Proliferation der Zellen nach der CSKwt-Induktion auf ca. 50-60% der Proliferati-
on der nicht induzierten Zellen reduziert (Abbildung 21A, Klon 20,9F12: 59,9% ±5,1%, 
Klon 20,9F15: 59% ±6%, Klon 20,9F19: 51,4% ±5). Ohne die Assoziation von CSK an 
VE-Cadherin ist die Zellproliferationsrate nach der CSKwt-Induktion gegenüber den nicht 
induzierten Zellen um ca. 10% erhöht (Klon 3,30F19: 110,5% ±6,8%, Klon 3,30F22: 
111,4% ±6,4%, Klon 3,30F23: 109,3% ±1,9%). Die Kontrolle der Expression von CSKwt 
(Abbildung 21B) zeigt in den Klonen 20,9F12-F19 und 3,30F19 die nahezu gleiche Menge 
an CSKwt, während in den Klonen 3,30F22 und 3,30F23 die gebildete Menge an CSKwt 
leicht reduziert ist.  
 
Bei einem Vergleich der Proliferationsraten der mit und ohne Flk-1 transfizierten Zellen 
kann kein signifikanter Effekt von Flk-1 auf die CSK-VE-Cadherin-Assoziation vermittel-
te Reduktion der Zellteilung beobachtet werden (vgl. Abbildung 20 mit Abbildung 21). 
Zwar nimmt die Proliferationsrate in den Flk-1/VE-Cadherinwt transfizierten Zellen nach 
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der Induktion insgesamt um wenige Prozente stärker ab (z.B. Klon 20,9F19: 51,4% ±5%, 
Klon 20,9:61,2% ±8,9%), allerdings ist dieser Effekt nicht signifikant. Auffällig ist, dass in 
den Zellen, in denen VE-Cadherin nicht mit CSK assoziiert, eine Zunahme der Proliferati-
on nach der CSKwt-Induktion von ca. 10% nur in den zusätzlich mit Flk-1 transfizierten 
Zellen zu beobachten ist. Aufgrund der Streuung der experimentellen Ergebnisse ist dieser 
Befund jedoch ebenfalls nicht signifikant nachzuweisen. 
 
Abbildung 21: Flk-1 nimmt keinen Einfluss auf die VE-Cadherin/CSK vermittelte Reduktion 
der Proliferation in CHO-Zellen. A: Die mit Flk-1/VE-Cadherinwt/CSKwt (Klone 20,9F12-19) 
bzw. Flk-1/VE-CadherinY685F/CSKwt (Klone 3,30F19-23) transfizierten Zellen wurden subkonfluent 
für +/- 8h induziert, anschließend für 20h mit Tritium-Thymidin markiert und geerntet. Die grauen 
Balken repräsentieren die gemittelten Radioaktivitäten der induzierten Zellen von 3 (Klone 
20,9F12 und 3,30F23) und 5 (übrige Klone) unabhängigen Experimenten mit je 6 einzelnen Werten 
und sind normiert auf die Werte der nicht induzierten Zellen (schwarzer Balken =100). B: Kontrol-
le der CSKwt-Expression nach 28h Induktion. Gleiche Proteinmengen von Harnstoff-SDS-Zell-
Lysaten wurden auf den CSKwt-Gehalt im Western-Blot analysiert. 
A 
 
 
B 
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Abbildung 22: Einfluss von VEGF auf die Zellproliferation. Die CHO- bzw. HUVEC-Zellen 
wurden in FCS- bzw. FCS/ECGS-Mangelmedium kultiviert und 8h vor der Tritium-
Thymidinmarkierung mit 25ng/ml VEGF im subkonfluenten Zustand stimuliert. Die Balken reprä-
sentieren die gemessenen, normierten Radioaktivitäten (nicht stimuliert: =100) von n=4 einzelnen 
Messungen. A: Einfluss von VEGF auf Flk-1/VE-Cadherinwt/CSKwt transfizierte CHO-Zellen. B: 
Einfluss von VEGF auf HUVEC-Zellen. 
 
 
Da unter diesen Bedingungen kein Effekt von Flk-1 auf die Zellen nachzuweisen war, soll-
te die Aktivität dieser Rezeptor-Tyrosin-Kinase durch die Zugabe des Liganden VEGF 
gesteigert werden. Zur Reduktion der in dem FCS des Kulturmediums befindlichen 
Wachstumsfaktoren, die neben VEGF ebenfalls proliferationsfördernd sind, wurden die 
Zellen in Medien mit unterschiedlichen FCS-Anteilen (0%, 2,5%, 5% und 10%) über 
A 
 
B 
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Nacht kultiviert. Acht Stunden vor der Markierung mit Tritium-Thymidin wurden die mit 
Flk-1 transfizierten CHO-Zellen mit unterschiedlichen Mengen an VEGF (0-160 ng/ml) 
stimuliert und anschließend wie oben beschrieben behandelt. Als funktionelle Kontrolle 
wurde der Einfluss von 25ng/ml VEGF auf HUVEC-Zellen analysiert, die in FCS/ECGS-
Mangelmedium kultiviert wurden. Die gemessenen Werte sind normiert auf die Prolifera-
tionsrate ohne VEGF-Stimulation (=100). 
Durch die Zugabe von VEGF kann in den mit Flk-1 transfizierten Zellen keine signifikante 
Steigerung der Proliferation erreicht werden, unabhängig von dem Gehalt an FCS im Kul-
turmedium (Abbildung 22A). Im Gegensatz dazu findet in den HUVEC-Zellen eine deutli-
che Steigerung der Proliferationsrate nach der VEGF-Stimulation statt (Abbildung 22B, 
Steigerung auf 189% ±28,5%). Diese Steigerung der Zellteilung kann allerdings nur unter 
Ausschluss anderer Wachstumsfaktoren im Kulturmedium (FCS- und ECGS-
Mangelmedium) nachgewiesen werden. 
Von den durchgeführten Experimenten mit CHO-Zellen ist das Ergebnis eines exemplari-
schen Versuches dargestellt. In weiteren Experimenten wurden die VEGF-Konzentrationen 
variiert und Zellen mit unterschiedlichen Flk-1 Expressionen analysiert. Die Aussagen 
dieser Versuche waren allerdings nahezu identisch mit dem dargestellten Experiment.  
 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mit Hilfe der Proliferationsexperimente 
eine Reduzierung der Zellteilung von CHO-Zellen durch die Assoziation von VE-Cadherin 
mit CSK gezeigt werden konnte. Über die Induktion von CSKwt wird die Proliferationsrate 
in VE-Cadherinwt exprimierenden Zellen um ca. 40-50% verringert, während die 
Koexpression der bindungsunfähigen Mutante von VE-Cadherin diesen Effekt verhindert. 
Die Reduktion der Zellteilung ist unabhängig von der Flk-1-Expression. Die Abhängigkeit 
der Zellproliferation von der Blockierung der VE-Cadherin vermittelten Kontaktbildung 
über VE-Cadherin spezifische Antikörper konnte dagegen nicht nachgewiesen werden.  
 
 
 
 
        Diskussion   - 116 - 
5 Diskussion  
 
Die Bildung und Aufrechterhaltung der Diffusionsbarriere zwischen Blut und Geweben 
wird über die Auskleidung der Gefäße, dem Endothel, gewährleistet. Diese Zellbarriere 
ermöglicht die koordinierte Öffnung der lateralen Zell-Zellkontakte und darüber den selek-
tiven Austausch von Substanzen und Zellen des Immunsystems. Neben den Regulations-
prozessen in ausgewachsenen Gefäßen ist das Endothel zusätzlich an der Neubildung und 
der Wundheilung von Gefäßen beteiligt. Die komplexen Mechanismen der Vaskulogenese 
und der Angiogenese werden u.a. durch extrazelluläre Wachstumsfaktoren gesteuert, deren 
Signale in die Endothelzellen übertragen werden und dort zelluläre Antworten induzieren.  
Abhängig von der Größe und der Funktion der Gefäße werden die Zell-Zellkontakte über 
eine Reihe von unterschiedlichen Strukturen gebildet, denen z.B. die „tight junctions“, die 
Complexi Adhaerentes und die „adherence junctions“ zugeordnet werden. Innerhalb des 
Endothels sind die „adherence junctions“ von besonderer Bedeutung. In den postkapillären 
Venolen, in denen die Transmigration von Leukozyten und die Versorgung der Gewebe 
mit Nährstoffen stattfinden, werden die Zell-Zellkontakte größtenteils über diese „juncti-
ons“ gebildet. Die in den „junctions“ vorzufindenden transmembranen Adhäsionsmoleküle 
sind die zentralen Bestandteile der Zellkontakte. In den „adherence junctions“ ist das 
Transmembranprotein VE-Cadherin lokalisiert, das mit weiteren VE-Cadherinen der 
Nachbarzelle in trans-Konformation dimerisiert und darüber die Kontakte knüpft. Intrazel-
lulär ist VE-Cadherin über ß-, γ- und α-Catenin mit dem Zytoskelett assoziiert. Die Aus-
bildung des Komplexes und die Kopplung an das Zytoskelett moduliert die Adhäsivität des 
Cadherins und die Integrität der Zell-Zellkontakte, über die die Permeabilitätseigenschaf-
ten des Endothels kontrolliert werden (Vleminckx and Kemler, 1999). Die Variation der 
Zusammensetzung des Cadherin-Catenin-Komplexes während verschiedener Wachstums-
stadien der Zellen und funktionellen Zellzuständen geht mit einer Änderung des Tyrosin-
Phosphorylierungsgrades der Komponenten einher. Dieses deutet auf die funktionelle Re-
gulation des Komplexes über die Phosphorylierung der Tyrosine hin, denn die Stabilität 
der Zell-Zellkontakte nimmt mit zunehmender Tyrosin-Phosphorylierung ab (Volberg et 
al., 1991). Bis jetzt sind wenige Phosphatasen und Kinasen identifiziert worden, die in ver-
schiedenen Zelltypen mit den Cadherin-Catenin-Komplexen assoziieren oder deren 
Phosphorylierungsstatus modulieren. So konnte bis heute gezeigt werden, dass der Cadhe-
rin-Catenin-Komplex in Epithelzellen über Enzyme aus der Familie der Src-Kinasen 
phosphoryliert und die Zell-Zellkontakte geschwächt werden (Tsukita et al., 1991). Spezi-
        Diskussion   - 117 - 
fisch für das Endothel ist die Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin über den akti-
vierten VEGF-R2 und die darauf folgende Reduzierung der Diffusionsbarriere. Diese Re-
aktion wird allerdings nicht direkt über die RTK katalysiert, sondern durch zytosolische 
Kinasen der Src-Familie (Esser et al., 1998; Lin et al., 2003). Eine endothelspezifische 
Dephosphorylierung des VE-Cadherins konnte für die Phosphatasen VE-PTP und DEP-1 
nachgewiesen werden (Lampugnani et al., 2003; Nawroth et al., 2002).  
Neben der Funktion als Regulator der Zellkontakte wird in dem Cadherin-Catenin-
Komplex eine wichtige Kontrollinstanz bei der Signalweiterleitung des Wachstumsfaktors 
VEGF vermutet. Einerseits ist während der frühen embryonalen Gefäßneubildung, der 
Vaskulogenese, die Assoziation von VE-Cadherin und ß-Catenin für die Weiterleitung des 
VEGF-Signals notwendig. Dieses Signal begünstigt das Zellwachstum und die Differenzie-
rung der Endothelzellen gegenüber der Apoptose (Carmeliet et al., 1999). Andererseits 
scheint der Cadherin-Catenin-Komplex die VEGF vermittelte Steigerung der Zellprolifera-
tion in vollständig ausgebildeten Endothelien zu reduzieren bzw. zu unterbinden 
(Lampugnani et al., 2003). Demnach vermittelt der Cadherin-Catenin-Komplex in Abhän-
gigkeit vom Stadium der Zellen auf denselben Stimulus unterschiedliche Reaktionen der 
Zellen. Dieses deutet auf eine genau abgestimmte Regulation der funktionellen Proteine 
hin, die mit dem Cadherin-Catenin-Komplex interagieren.  
 
5.1 „C-terminal-Src-Kinase“, ein VE-Cadherin assoziiertes Protein 
Im Rahmen dieser Dissertation konnte mit Hilfe des „yeast two hybrid“-Systems erstmals 
die „C-terminal Src-Kinase“ (CSK) als VE-Cadherin assoziiertes Protein identifiziert wer-
den. In den durchgeführten In-vitro- und In-vivo-Experimenten wurde diese Interaktion be-
stätigt und deren Abhängigkeit von der Tyrosin-Phosphorylierung des VE-Cadherins nach-
gewiesen.    
CSK ist eine zytosolische Protein-Tyrosin-Kinase, die Ende der 80er Jahre kloniert wurde 
(Okada and Nakagawa, 1988). Mit ihren 450 Aminosäuren (50,8kD) umfasst diese Kinase 
drei funktionelle Domänen. N-terminal befindet sich die SH3 („src homology“) Domäne 
gefolgt von der SH2- und der katalytischen Domäne (Nada et al., 1991). Die SH3- und 
SH2-Domänen sind Bindungsdomänen, über die diese Kinase mit anderen Proteinen inter-
agiert. Die SH3-Domäne bindet an prolinreiche Sequenzen, während die SH2-Domäne 
definierte Bindungssequenzen mit einem phosphorylierten Tyrosin erkennt.  
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Das dominante Substrat für CSK sind die zytosolischen Protein-Tyrosin-Kinasen der Src-
Familie, deren Struktur der von CSK ähnlich ist. Die Src-Kinasen besitzen ebenfalls die 
SH3-, SH2- und eine katalytische Domäne. Zusätzlich befindet sich N-terminal von der 
SH3-Domäne eine SH4-Domäne mit einem myristylierten Glycin, das die Kinasen zur 
Bindung an die Innenseite der Zellmembran befähigt. Im Gegensatz zu CSK besitzen Src-
Kinasen C-terminal ein konserviertes Tyrosin (z.B. Tyr527 der c-Src), über dessen Phospho-
rylierung die Aktivität des Enzyms reguliert werden kann. Im phosphorylierten Zustand 
bindet dieses Tyrosin intramolekular an die eigene SH2-Domäne und deaktiviert die Kina-
se über die nachfolgende Konformationsänderung. Die Dephosphorylierung dieses Tyro-
sins stellt die Kinaseaktivität wieder her. CSK katalysiert die Phosphorylierung dieses re-
gulatorischen Tyrosins und ist daher ein negativer Regulator der Src-Kinasen-Aktivität 
(Nada et al., 1991). Für CSK selbst ist bislang kein eindeutiger Regulationsmechanismus 
nachgewiesen worden. Wahrscheinlich liegt diese Kinase ungebunden im inaktivierten 
Zustand vor. Intramolekulare Wechselwirkungen zwischen dem SH3 und SH2 liegenden 
Verbindungsstück und der katalytischen Domäne scheinen diese Domäne nach der Bin-
dung an die Liganden zu aktivieren (Shekhtman et al., 2001). Während die Src-Kinasen 
größtenteils über die Myristylierung ihres N-Terminus an der Zellmembran verankert sind 
und nur im geringen Umfang frei im Zytosol vorliegen (Tatosyan and Mizenina, 2000) ist 
CSK ein zytosolisches Protein, das bei Bedarf über seine Bindungsdomänen an die Orte 
der Src-Aktivitäten rekrutiert wird. Eine direkte Anbindung an die Src-Kinasen konnte 
bislang nicht nachgewiesen werden, so dass die regulatorische Phosphorylierung der Src-
Kinasen durch CSK erst nach einer indirekten Assoziation stattfinden kann. 
Neben der hier gezeigten Interaktion von CSK mit VE-Cadherin konnten bislang nur we-
nige membranständige aber auch zytosolische Proteine identifiziert werden, mit denen 
CSK interagiert. Häufig sind diese Proteine in Komplexen lokalisiert, die an Wegen der 
Src vermittelten Signalweiterleitung beteiligt sind. Eines dieser Proteine ist das ubiquitär 
exprimierte transmembrane Adapterprotein PAG/Cbp („phosphoprotein associated with 
glycoshingolipid-enriched microdomains“/„CSK-binding protein“)(Brdicka et al., 2000). 
Cbp ist in T-Zellen zusammen mit Proteinen der T-Zellrezeptor vermittelten Signalweiter-
leitung in Membranmikrodomänen („lipid rafts“) lokalisiert. Neben diesem Adapterprotein 
befinden sich Mitglieder der Src-Kinasen, die von CSK reguliert werden, in dem Komplex. 
CSK bindet mit Hilfe der SH2-Domäne an phosphoryliertes Cbp, dessen Tyrosin-
Phosphorylierung von der Aktivierung der T-Zellen abhängig ist. Weitere Adaptermolekü-
le, die phosphorylierungsabhängig CSK über dessen SH2-Domäne rekrutieren, sind Dok-3, 
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das u.a. an der negativen Regulation der Signalweiterleitung von Immunrezeptoren der B-
Zellen beteiligt ist (Lemay et al., 2000) und Paxillin der fokalen Adhäsionskontakte (Sabe 
et al., 1994). Neben der Bindung an die Adapterproteine konnte für CSK auch die Assozia-
tion mit den zytosolischen Phosphatasen PEP, PEP-PEST und PTP-HSCF nachgewiesen 
werden (Cloutier and Veillette, 1996; Davidson et al., 1997; Wang et al., 2001).  
Anhand der Interaktion von CSK mit diesen Phosphatasen werden die beiden möglichen 
Mechanismen der CSK-Assoziation verdeutlicht: Die Bindungen an PEP bzw. PEP-PEST 
werden über die SH3-Domäne von CSK vermittelt, während CSK mit Hilfe der SH2-
Domäne mit PEP-HSCF interagiert. Funktionell wird in diesen Assoziationen ein syner-
gistischer Effekt der Proteine während der Inhibition der Src-Kinasen vermutet: Die Phos-
phatase dephosphoryliert das regulatorische Tyrosin des katalytischen Zentrums der Src-
Kinasen, dessen Phosphorylierung zur Aktivierung der Kinasen notwendig ist, während 
CSK das regulatorische Tyrosin des C-Terminus phosphoryliert (Wang et al., 2001).  
 
5.1.1 Die Vermittlung der CSK-Bindung an VE-Cadherin über die SH2-Domäne  
Die SH2-Domänen vermittelte Bindung von Enzymen, Adapterproteinen oder Strukturpro-
teinen an ihre Liganden ist ein häufig anzutreffendes Bindungsprinzip (Alberts et al., 
2004). Die Motive, an die diese Domänen binden, bestehen aus einer definierten Amino-
säuresequenz, die ein phosphoryliertes Tyrosin enthalten. Über die Phosphorylierung die-
ses Tyrosins wird die Kontrolle der Anbindung gewährleistet. Durch die Arbeiten dieser 
Dissertation konnte dieses Bindungsprinzip auch für die Interaktion zwischen VE-
Cadherin und CSK aufgrund folgender Befunde abgeleitet werden: 
1. Das mit Hilfe des „yeast two hybrid“-Systems identifizierte CSK-Fragment (Aminosäu-
ren 57-204), das mit VE-Cadherin interagiert, beinhaltet als einzige vollständige und funk-
tionelle Komponente die SH2-Domäne der Kinase. In den In-vitro-
Interaktionsexperimenten konnte bestätigt werden, dass die isolierte SH2-Domäne zur 
Bindung an VE-Cadherin befähigt ist. 
2. Die Assoziation von VE-Cadherin mit CSK sowie mit der isolierten SH2-Domäne ist 
abhängig von der Phosphorylierung der Cadherin-Tyrosine. Diese Abhängigkeit ist ein 
signifikantes Merkmal der SH2 vermittelten Bindung (Songyang et al., 1994).  
3. Die Verringerung der Affinität der CSK-SH2-Domäne über die Mutation des Arginins 
(R107K) reduziert die Assoziation von VE-Cadherin mit der Kinase. In diesem Zusam-
menhang ist zu erwähnen, dass die Mutation des Arginins107 nicht zur vollständigen Unter-
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bindung der SH2-Bindungskapazität ausreicht (Lemay et al., 2000), so dass weiterhin eine 
reduzierte Assoziation detektiert wird.  
4. Die SH2-Domäne bindet an ein spezifisches Bindungsmotiv. Das Bindungsmotiv der 
CSK-SH2-Domäne (pTyr–Thr/Ala/Ser–X–Met/Ile/Val)(Songyang et al., 1994) ist in der 
Aminosäuresequenz von VE-Cadherin an den Positionen 685-688 (pTyr–Thr–Gln–Val) 
lokalisiert. Die Mutation des Tyrosins685 von VE-Cadherin unterbindet die Interaktion von 
VE-Cadherin mit CSK sowohl in den In-vitro- als auch in den In-vivo-Interaktions-
experimenten unabhängig von dem VE-Cadherin-Phosphorylierungsstatus.  
 
Innerhalb der Cadherin-Familie ist VE-Cadherin das einzige Protein, das in der Aminosäu-
resequenz ein CSK-SH2-Bindunsgmotiv aufweist (die AS-Sequenzen der Cadherine wur-
den rezensiert von Nollet et al. (Nollet et al., 2000)). In Übereinstimmung damit konnte für 
N-Cadherin in den In-vitro-Interaktionsexperimenten dieser Dissertation keine Assoziation 
mit CSK nachgewiesen werden. N-Cadherin ist neben VE-Cadherin ein weiteres klassi-
sches Cadherin, das von Endothelzellen exprimiert wird. Dieses ist allerdings nicht in den 
lateralen Zell-Zellkontakten, sondern entlang der gesamten Zellmembran lokalisiert. Auf-
grund seiner Verteilung wird angenommen, dass N-Cadherin Kontakte zwischen Endothel-
zellen und glatten Muskelzellen bildet (Navarro et al., 1998). Dies weist darauf hin, dass 
die Assoziation mit CSK ein endothelspezifischer Mechanismus des VE-Cadherins ist. 
Allerdings werden für die Festigung dieser Hypothese zusätzliche Untersuchungen benö-
tigt.  
In dem vorherigen Abschnitt wurde bereits ausgeführt, dass CSK mit weiteren membran-
ständigen Adapterproteinen, wie z.B. PAG/Cbp, Dok-3 und Paxillin, über die SH2-
Domäne assoziieren kann. Vermutlich sind einige der CSK bindenden Proteine für eine 
schwache Rekrutierung dieser Kinase an die Zellmembran in den immunhistochemischen 
Färbungen verantwortlich. Die endogene Phosphorylierung mit Hilfe von Pervanadat führt 
zu einer unspezifischen Protein-Tyrosin-Phosphorylierung, die neben VE-Cadherin auch 
andere CSK-bindende Proteine umfasst. In den VE-Cadherinwt exprimierenden Zellen wird 
deren Assoziation mit CSK von der Interaktion mit VE-Cadherin überlagert. Die Detektion 
dieser Interaktionen wird erst durch die Unterbindung der VE-Cadherin-CSK-Bindung 
über die Tyrosinmutation möglich. Die schwache Rekrutierung von CSK an die Membra-
nen in den mit Pervanadat behandelten, VE-CadherinY685F exprimierenden Zellen könnte 
auf diese Interaktionen zurückzuführen sein.  
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Die Bindungsmotive der SH2-Domänen sind spezifisch für die jeweiligen Proteine, die 
diese Domäne enthalten. So konnte z.B. die Bindung der SH2-Domäne von CSK an PEP-
HSCF nachgewiesen werden (Wang et al., 2001). Zusätzlich wurden in dieser Studie die 
Assoziationen der SH2-Domänen von Chk, einer CSK verwandten Kinase, sowie anderer 
Kinasen und Phosphatasen (z.B. Lck, Fyn, SHIP) mit PTP-HSCF untersucht. Eine effizien-
te Bindung konnte allerdings nur die SH2-Domäne von CSK vermitteln. Dementsprechend 
können über ein einzelnes Protein spezifisch mehrere SH2 vermittelte Bindungspartner 
rekrutiert werden, ohne dass kompetetive Konkurrenz um die Bindungsstelle auftritt. Für 
VE-Cadherin wurde das Strukturprotein Shc als weiterer Bindungspartner identifiziert, das 
ebenfalls über die SH2-Domäne an die zytosolische Domäne bindet (Zanetti et al., 2002). 
Obwohl das Bindungsmotiv der Shc-SH2-Domäne noch nicht genau in der VE-Cadherin-
Aminosäuresequenz definiert wurde, scheint diese innerhalb der Catenin-Bindungssequenz 
des C-terminalen Endes (AS702-784) lokalisiert zu sein. Das CSK-SH2-Bindungsmotiv 
(AS685-688) ist räumlich davon getrennt, so dass theoretisch eine gemeinsame Bindung an 
VE-Cadherin nicht ausgeschlossen ist. Eine zeitgleiche Bindung von CSK, p120ctn und den 
Cateninen ist theoretisch ebenfalls möglich. Das Bindungsmotiv der SH2-Domäne von 
CSK befindet sich zwischen der „juxtamembranen Domäne“ mit dem p120ctn-
Bindungsmotiv und dem Bereich der Catenin-Bindungssequenz von VE-Cadherin (Nollet 
et al., 2000). Eine sterische Behinderung der CSK-Anbindung durch p120ctn sowie den 
Cateninen ist daher unwahrscheinlich. 
 
5.2 Die indirekte Beeinflussung der Phosphotyrosine des VE-Cadherin 
durch CSK 
Der VE-Cadherin vermittelte Aufbau der Zell-Zellkontakte und die Weiterleitung der 
VEGF stimulierten Signale korrelieren mit einer Änderung des Phosphorylierungsstatus 
dieses Transmembranproteins. Die Kinase CSK scheint nicht aktiv über die katalytische 
Aktivität an der Phosphorylierung von VE-Cadherin beteiligt zu sein. Die Änderung der 
Menge an Phosphotyrosinen innerhalb von VE-Cadherin beruht vielmehr auf der Anbin-
dungsfähigkeit der SH2-Domäne. Das Prinzip der Protektion der Phosphotyrosine über 
SH2-Domänen wurde bereits für die Assoziation der Phosphatase PTP-HSCF mit CSK 
beschrieben (Wang et al., 2001). Wang et al. konnten analog zu den Ergebnissen dieser 
Dissertation zeigen, dass die isolierte SH2-Domäne ausreicht, um eine erhöhte Tyrosin-
Phosphorylierung zu detektieren. Für diesen Mechanismus könnten zwei Ursachen in Fra-
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ge kommen: Einerseits schützt die SH2-Domäne das bereits phosphorylierte Bindungstyro-
sin nach der Anbindung vor der Dephosphorylierung durch endogene Phosphatasen. Ande-
rerseits könnte die CSK-SH2-Domäne die Anbindung endogener Phosphatasen kompetetiv 
inhibieren. Voraussetzung dafür wäre eine SH2-Domänen vermittelte Assoziation der 
Phosphatase mit VE-Cadherin, deren SH2-Bindungsmotiv mit dem CSK-SH2-Motiv iden-
tisch ist. Eine entsprechende Phosphatase wurde jedoch bis jetzt nicht identifiziert. 
Theoretisch ist unter physiologischen Bedingungen ein weiterer indirekter Einfluss von 
VE-Cadherin assoziiertem CSK auf dessen Tyrosin-Phosphorylierung möglich, der im 
COS7-Zellsystem allerdings nicht nachgewiesen werden konnte. CSK könnte nach der 
Rekrutierung die Phosphorylierung weiterer VE-Cadherin-Tyrosine über die Inaktivierung 
endogener Src-Kinasen verhindern. Dieses Modell entspräche den bisher beschriebenen 
Mechanismen der Rekrutierung von CSK zu den Stellen der Src-Aktivität und der an-
schließenden Deaktivierung der Src-Kinasen. Neben dem Tyrosin685 besitzt murines VE-
Cadherin in seiner zytosolischen Domäne sieben zusätzliche Tyrosine (Breier et al., 1996), 
die potenzielle Substrate für die Src-Kinasen darstellen. Einige dieser Tyrosine könnten die 
Bindungen weiterer Mediatoren an VE-Cadherin vermitteln, wie es z.B. für das Struktur-
protein Shc nachgewiesen wurde (Zanetti et al., 2002). Bislang wurde für VE-Cadherin 
noch keine Kinase identifiziert, die dessen Tyrosin-Phosphorylierung direkt katalysiert. 
Allerdings wird die Beteiligung der Src-Kinasen bei der Phosphorylierung von VE-
Cadherin durch den aktivierten VEGF-R2 vermutet (Esser et al., 1998; Lin et al., 2003). 
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass in HUVEC-Zellen die VEGF stimulierte 
Phosphorylierung von VE-Cadherin sowohl über die chemische Inhibition der Src-
Kinasen-Aktivierung als auch durch exogenes CSK blockiert bzw. reduziert werden kann 
(Lin et al., 2003). Diese Reduktion ist der erste Hinweis auf die Teilnahme von src-
verwandten Kinasen an der Regulation der VEGF stimulierten VE-Cadherin-
Phosphorylierung in primären endothelialen Zellen. 
Neben VE-Cadherin wurde PECAM-1 als ein weiteres endotheliales Adhäsionsprotein 
identifiziert, dessen Tyrosin-Phosphorylierung von CSK beeinflusst wird (Cao et al., 
1998). PECAM-1 besitzt theoretisch zwei potenzielle CSK-SH2-Bindungsstellen in seiner 
zytosolischen Domäne. Die relevanten Tyrosine dieser Motive befinden sich an den Positi-
onen 663 und 686, von denen das Tyrosin 686 nach der Koexpression mit CSK phosphory-
liert vorliegt. In dieser Studie bleibt allerdings offen, ob PECAM-1 mit CSK über dessen 
SH2-Domäne direkt interagiert und inwieweit diese Kinase aktiv oder passiv an der Tyro-
sin-Phosphorylierung teilnimmt. Die Ergebnisse dieser Dissertation deuten darauf hin, dass 
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die CSK abhängige PECAM-1-Phosphorylierung über denselben Mechanismus verläuft, 
der für VE-Cadherin gezeigt wurde. Analog zu der Assoziation mit VE-Cadherin ist die 
Menge an Phosphotyrosinen innerhalb von PECAM-1 abhängig von der Expression der 
SH2-Domäne und deren Fähigkeit zur Anbindung, während die Inaktivierung der katalyti-
schen CSK-Domäne im Vergleich zu CSKwt keine Änderung der Phosphorylierung be-
wirkt. 
 
5.3 Physiologische Relevanz der Assoziation von VE-Cadherin mit CSK 
Soweit bislang bekannt ist, ist die physiologische Funktion von CSK eng verknüpft mit der 
Funktion seines Substrats, den Kinasen aus der Src-Familie. Der Prototyp der Src-Kinasen 
wurde erstmalig als das transformierende Protein (v-Src) des Rous sarcoma-Virus identifi-
ziert und ist die mutierte Variante des zellulären c-Src (Stehelin et al., 1976). Der viralen v-
Src fehlt im Vergleich zu c-Src das regulatorische Tyrosin des C-Terminus, das in c-Src 
über CSK phosphoryliert wird. Als Folge entzieht sich v-Src der negativen Regulation und 
ist konstitutiv aktiv. Mittlerweile sind eine Reihe weiterer Kinasen dieser Familie charakte-
risiert worden (u.a.. Fyn, Yes, Lck, Lyn, Blk, Fgr, Hck und die Unterfamilie der Frk-
Kinasen). Die Expression der Enzyme in den Geweben ist von Kinase zu Kinase unter-
schiedlich. Während Src, Fyn und Yes überwiegend ubiquitär exprimiert werden, liegen 
Hck, Lck sowie Lyn vornehmlich in hämatopoetischen Zellen vor (Bolen and Brugge, 
1997). Die Funktionen der Src-Kinasen decken ein breites Spektrum der Zellregulation ab. 
Dieses umfasst die Umstrukturierung des Zytoskeletts, die Zelldifferenzierung, die Regula-
tion der Adhäsion und der Migration sowie der Apoptose und der Angiogenese (Thomas 
and Brugge, 1997). Aufgrund ihrer Einflussnahme auf die große Anzahl an zellulären Pro-
zessen ist die Regulation dieser Kinasen elementar für geordnete Zellfunktionen. Eine ge-
störte Regulation ist häufig an einer onkogenen Entwicklung von Zellen beteiligt (rezen-
siert von Frame (Frame, 2002)). So konnte z.B. gezeigt werden, dass konstitutiv aktivierte 
c-Src analog zu der viralen v-Src zur Transformation von Zellen sowie zur Ausbildung von 
Tumoren führt. Für CSK wird dagegen eine antionkogene Wirkung beschrieben. Die Ex-
pression dieses Inhibitors der Src-Kinasen vermindert z.B. die Metastasierung von Krebs-
zellen des Darms (Nakagawa et al., 2000).  
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5.3.1 Einfluss von CSK auf die Cadherin-Adhäsivität und die Integrität der Zell-
Zellkontakte 
Die Einflussnahme der Src-Kinasen auf die Integrität der Zell-Zellkontakte wurde bislang 
in Epithelzellen untersucht. Die Aktivierung von temperatursensitiver v-Src in epithelialen 
MDCK-Zellen führt zu einer erhöhten Phosphorylierung von E-Cadherin der „adherence 
junctions“ und den assoziierten Komplexproteinen (Behrens et al., 1993). Diese korreliert 
mit dem Verlust der Zell-Zellkontakte und der Umverteilung des E-Cadherins über die 
gesamte Zellmembran. Zusätzlich ist eine erhöhte invasive Fähigkeit der Zellen zu be-
obachten. Dieser Prozess ist über die Deaktivierung der v-Src (durch Modulation der Tem-
peratur) umkehrbar. Diese Studie belegt, dass einerseits die Aufrechterhaltung der Zell-
Zellkontakte in den „adherence junctions“ über Aktivierung der Src-Kinase unterbunden 
wird und dass andererseits dieser Prozess über die Aktivität der Kinase regulierbar ist.  
Es konnte bisher gezeigt werden, dass in Endothelien die Integrität der Zell-Zellkontakte 
mit der Tyrosin-Phosphorylierung des Cadherin-Catenin-Komplexes korreliert. So führt 
z.B. die Stimulation von Endothelzellen mit VEGF-A neben der Tyrosin-Phosphorylierung 
der Cadherin-Catenin-Komplexkomponenten auch zur Reduktion der Zellkontaktintegrität 
und der damit einhergehenden Steigerung der Permeabilität (Esser et al., 1998). In CHO-
Zellen wird die Integrität der VE-Cadherin vermittelten Zellkontakte über die Tyrosin-
Dephosphorylierung des VE-Cadherins mit Hilfe der Phosphatase VE-PTP erhöht 
(Nawroth et al., 2002) und die Adhäsivität des Cadherin gesteigert (persönliche Mitteilung 
von Stephan Kloep). Effekte auf die Adhäsionsfunktion konnten allerdings für die Assozia-
tion von VE-Cadherin und CSK im Rahmen dieser Dissertation nicht signifikant nachge-
wiesen werden. Als Ursache für diese negativen Befunde können sowohl methodische als 
auch physiologische Gründe in Frage kommen. Es ist möglich, dass unter physiologischen 
Bedingungen CSK nicht an der Ausbildung und Aufrechterhaltung der VE-Cadherin ver-
mittelten Zellkontakte beteiligt ist. Die Regulation der Zell-Zellkontakte korreliert zwar 
mit dem Phosphorylierungsstatus des Cadherins, in COS7 konnte jedoch für CSK keine 
aktive Phosphorylierung von VE-Cadherin nachgewiesen werden. D.h. die Adhäsivität von 
VE-Cadherin und die Integrität der Zellkontakte wird wahrscheinlich nicht über die Bin-
dung von CSK beeinflusst. Methodisch ist es jedoch möglich, dass das verwendete CHO-
Zellsystem nicht über die nötige Proteinausstattung verfügt, über die in Endothelzellen ein 
möglicher Effekt der CSK-VE-Cadherin-Assoziation vermittelt würde. Zurzeit werden in 
unserem Labor Endotheliom-Zellen mit deletiertem VE-Cadherin hergestellt, die mit VE-
Cadherinwt und VE-CadherinY685F retransfiziert werden. Die Verwendung dieser Retrans-
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fektanten in Aggregations- und Permeabilitätsexperimenten könnte die Frage klären, in-
wieweit die Assoziation von VE-Cadherin und CSK die Ausbildung und Aufrechterhaltung 
der Zell-Zellkontakte beeinflusst. 
 
5.3.2 Die Regulation der Zellproliferation über die Assoziation von CSK und VE-
Cadherin 
Verschiedene Studien konnten bislang belegen, dass die Cadherine an der Regulation der 
Zellproliferation in Abhängigkeit von der Zellkonfluenz beteiligt sind. Die exogene Ex-
pression von E-Cadherin EMT/6 in Karzinom-Zellen, die für dieses Protein defizient sind, 
reduziert deren Proliferationsrate. Die Blockierung der E-Cadherin-Dimerisierung über 
Antikörper wird in diesen als auch in humanen Lungen,- Darm- und Brust-Karzinom-
Zellen von einem Anstieg des aufgenommenen Tritium-Thymidins begleitet (St. Croix et 
al., 1998). Mit VE-Cadherin transfizierte CHO-Zellen weisen im Vergleich zu den Kon-
trollzellen eine reduzierte Proliferation mit steigender Konfluenz auf. Dieser Effekt wird 
über die Deletion der Catenin-Bindungssequenz sowie die Blockierung der VE-Cadherin-
Dimerisierung mit Hilfe von funktionellen Antikörpern unterbunden (Caveda et al., 1996). 
Für CSK wurde bislang noch keine Teilnahme an der Zell-Zellkontakt vermittelten Regu-
lation der Zellproliferation beschrieben. Allerdings führt die Deletion von CSK in Maus-
embryonen zu einer abnormalen Vergrößerung der Blutgefäße des Dottersacks und zu ei-
ner Reduzierung der quervernetzenden Gefäße. Dieser Phänotyp deutet auf eine gestörte 
Regulation der Angiogenese in den Embryonen hin (Duan et al., 2004; Imamoto and Sori-
ano, 1993; Nada et al., 1993). 
Im Rahmen dieser Dissertation konnte nachgewiesen werden, dass die Zellproliferation 
von CHO-Zellen durch die Assoziation von VE-Cadherin mit CSK reduziert wird. Voraus-
setzung für diese Reduktion ist die Fähigkeit des VE-Cadherins, mit CSK eine Bindung 
einzugehen. Die Abhängigkeit der verminderten Zellteilung von der Konfluenz der Zellen 
konnte bislang über den Tritium-Thymidin-Einbau nicht nachgewiesen werden. Auch ohne 
die Expression von VE-Cadherin regulieren CHO-Zellen Dichte abhängig ihre Proliferati-
onsrate und bilden zweidimensionale Monoschichten. Dementsprechend könnte in diesem 
Zellsystem eine Überlagerung der CSK vermittelten und der endogenen Regulation der 
Zellproliferation vorliegen. Allerdings zeigt eine nicht genauer quantifizierte Beobachtung, 
dass die absolute Zellzahl von konfluenten VE-Cadherinwt exprimierenden Zellen auf einer 
definierten Fläche geringer ist als die von konfluenten VE-CadherinY685F exprimierenden 
Zellen. Dieses würde auf die Teilnahme des TyrosinsY685F an der VE-Cadherin vermittelten 
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Regulation der Proliferation hindeuten. Zurzeit werden von Ruth Funke in unserem Labor 
Experimente durchgeführt, die diese Beobachtung genauer analysieren werden.  
Basierend auf der Annahme, dass auch im Endothel die Assoziation von VE-Cadherin und 
CSK Einfluss auf die Proliferationsrate der Zellen nimmt, kann ein hypothetischer Mecha-
nismus über die Teilnahme von CSK innerhalb der VEGF-R2 vermittelten Signalweiterlei-
tung abgeleitet werden (s. Abbildung 23). Dieser gründet sich auf die bisher beschriebenen 
Inhibitionen verschiedener Signaltransduktionswege durch die Rekrutierung von CSK zu 
den Orten der Src-Kinasen-Aktivität. So konnte z.B. in Blutplättchen gezeigt werden, dass 
CSK zusammen mit Src in dem αIIbß3-Integrin-Komplex kolokalisiert und dass darüber 
die Src-Kinase im inaktivierten Zustand gehalten wird. Die Adhäsion der Plättchen an 
Fibrinogen wird von der CSK-Dissoziation aus dem Komplex begleitet, die wiederum zur 
Aktivierung der Src-Kinase führt. Die Src-Kinase ist nun in der Lage, die nachfolgende 
Signalweiterleitung zu aktivieren und letztendlich die Umstrukturierung des Zytoskeletts 
einzuleiten (Obergfell et al., 2002). Eine ähnliche Funktion könnte CSK bei der VEGF-R2 
vermittelten Signalweiterleitung erfüllen. In kontaktinhibierten Zellen, zu denen z.B. die-
jenigen des ausgebildeten Endothels gezählt werden, ist die Zellantwort auf die Stimuli 
von Wachstumsfaktoren reduziert (Fagotto and Gumbiner, 1996; Vinals and Pouyssegur, 
1999). Bislang konnte nachgewiesen werden, dass die Tyrosinreste von VE-Cadherin in 
konfluenten Zellen nach der Stimulation mit VEGFA über den VEGF-R2 phosphoryliert 
werden (Esser et al., 1998; Lampugnani et al., 2003). Diese Reaktion wird vermutlich nicht 
direkt über den aktivierten VEGF-R2 katalysiert, sondern indirekt über rezeptorgekoppelte 
Src-Kinasen (Eliceiri et al., 1999; Lin et al., 2003). Die erhöhte Tyrosin-Phosphorylierung 
von VE-Cadherin schafft nach dem Modell die Voraussetzung für die Bindung von CSK 
über die SH2-Domäne. Mit VE-Cadherin assoziiertes CSK befindet sich in räumlicher Nä-
he der an VEGF-R2 gebundenen Src-Kinase und kann diese sowie die nachfolgenden Sig-
nalwege deaktivieren. Der Phosphorylierungsgrad des VEGF-R2 ist nach dessen Stimula-
tion in konfluenten Zellen gegenüber dem in subkonfluenten Zellen wesentlich erniedrigt. 
Sowohl die Phosphorylierungen des VE-Cadherins als die auch des VEGF-R2 unterliegen 
in konfluenten Zellen nach der Stimulation einer Kinetik. Während die Phosphorylierung 
des VEGF-R2 nach fünf Minuten das Maximum aufweist und die Tyrosine in den folgen-
den 25min dephosphoryliert werden, erreicht die Phosphorylierung von VE-Cadherin das 
Maximum nach ca. 30min. Auch in den folgenden 16 Stunden bleibt ein erhöhter Phospho-
rylierungsgrad erhalten (Esser et al., 1998). Die schnelle Dephosphorylierung des VEGF-
R2 in konfluenten Zellen wird vermutlich über rekrutierte Phosphatasen vermittelt, wie 
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z.B. über die Konfluenz abhängige Phosphatase DEP-1 oder die endothelspezifische 
Phosphatase VE-PTP. Zu den rekrutierten Phosphatasen würde CSK synergistisch wirken, 
indem die Phosphatasen die Dephosphorylierungen katalysieren und CSK die erneute 
Phosphorylierung über die Src-Kinasen verhindert.  
Die Rekrutierung von CSK über VE-Cadherin hätte ebenfalls Einfluss auf die Phosphory-
lierung der nachfolgenden Proteine des Signalweges. So wird z.B. das Gerüstprotein Shc 
über die Aktivierung des VEGF-R2 phosphoryliert, assoziiert nachfolgend mit Grb-Sos 
und Ras und fördert auf diese Weise die Zellproliferation. In konfluenten Zellen wird Shc 
von phosphoryliertem VE-Cadherin über seine SH2-Domäne rekrutiert und innerhalb des 
Komplexes von dort befindlichen Phosphatasen dephosphoryliert. Als Folge wird der 
nachfolgende Signaltransduktionsweg unterbrochen (Zanetti et al., 2002). Rekrutiertes 
CSK könnte die Dephosphorylierung von Shc synergistisch unterstützen, indem es die er-
neute Phosphorylierung des Proteins über die Src-Kinasen verhindert.  
 
 
 
Abbildung 23: Theoretisches Modell der Teilnahme von CSK an der VE-Cadherin vermittel-
ten Kontakt-Inhibition der VEGF stimulierten Zellproliferation. In konfluenten Zellen führt die 
Phosphorylierung von VE-Cadherin über den aktivierten VEGF-R2 zur Bindung von CSK. Dieses 
inhibiert die über VEGF-R2 rekrutierten Kinasen der Src-Familie (SFK) und unterbindet die weite-
re Phosphorylierung der Komplexproteine. Nachfolgende, Phosphotyrosin abhängige Signalwege, 
wie z.B. der des Gerüstproteins  Shc, werden darüber unterbrochen.  
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Unterstützt wird dieses Modell durch die Hinweise darauf, dass die Src-Kinasen an der 
VEGF-Regulation der Angiogenese beteiligt sind. Esser konnte 1999 zeigen, dass in einem 
Mausmodell die VEGF vermittelte Angiogenese sowohl über eine katalytisch inaktive Src-
Kinase als auch über die Expression von CSK reduziert wird (Esser et al., 1998). 
In HUVEC-Zellen wird die Phosphorylierung von VE-Cadherin nach der Stimulation der 
Zellen mit VEGF sowohl über einen chemischen Inhibitor der Src-Kinasen-Aktivierung als 
auch durch exogenes CSK reduziert. Geringe Dosen des Inhibitors sowie exogenes CSK 
verhindern die Formierung der Gefäßsprosse, während hohe Dosen des Inhibitors zusätz-
lich die Proliferation der Zellen reduzieren (Lin et al., 2003). 
Neben VE-Cadherin wird das Adhäsionsprotein PECAM-1 über den aktivierten VEGF-R2 
phosphoryliert (Esser et al., 1998). Die Untersuchungen der vorliegenden Dissertation 
zeigten, dass die Bindung der CSK-SH2-Domäne zur erhöhten Phosphorylierung von 
PECAM-1 ausreicht. Im Gegensatz zu VE-Cadherin ist dieses Adhäsionsprotein nicht an 
der Kontakt-Inhibition der Zellproliferation beteiligt (Halama et al., 1999), so dass die In-
hibition der Proliferation nach der Ausbildung der Zell-Zellkontakte offenbar ein VE-
Cadherin spezifischer Mechanismus im Endothel ist. 
Bislang konnte in den durchgeführten Experimenten keine Abhängigkeit der Zellprolifera-
tion von der Expression des VEGF-R2 in CHO-Zellen nachgewiesen werden. Die Ursache 
für dieses Ergebnis könnte in der unvollständigen Ausstattung der CHO-Zellen mit den 
notwendigen Proteinen begründet sein. So ist z.B. die Phosphatase VE-PTP spezifisch für 
das Endothel und wird in CHO-Zellen nicht exprimiert (Nawroth et al., 2002). Außerdem 
bleibt offen, ob der aktivierte VEGF-R2 in CHO- und Endothelzellen dieselbe Kinase rek-
rutiert. 
 
Als zusammenfassendes Ergebnis dieser Dissertation ist festzuhalten, dass VE-Cadherin 
mit CSK assoziiert. Die Bindung der beiden Proteine erfordert die Phosphorylierung des 
VE-Cadherin-Tyrosins685 und wird über die CSK-SH2-Domäne vermittelt. VE-Cadherin 
ist das einzige klassische Cadherin mit einem CSK-SH2-Bindungsmotiv, so dass diese 
Assoziation vermutlich ein VE-Cadherin spezifischer Mechanismus ist. Die Kinase CSK 
katalysiert nicht aktiv die Phosphorylierung der VE-Cadherin-Tyrosine, stattdessen werden 
die Phosphotyrosine indirekt über die Bindung der SH2-Domäne vor der Dephosphorylie-
rung geschützt. In funktionellen Zellstudien mit VE-Cadherinwt, VE-CadherinY685F sowie 
induzierbarem CSK exprimierenden Zellen konnte kein Einfluss dieser Assoziation auf die 
Adhäsivität des Cadherins und die Integrität der Zellkontakte nachgewiesen werden. Die 
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Proliferation der Zellen, in denen VE-Cadherin mit CSK assoziiert, wird durch die Expres-
sion von CSK jedoch signifikant reduziert. Bislang können die Ergebnisse der Zellprolife-
ration von transfizierten CHO-Zellen nur als Modell für die „echte“ VE-Cadherin vermit-
telte Kontakt-Inhibition der Zellproliferation im Endothel angesehen werden. Für die wei-
terführenden, experimentellen Untersuchungen werden zurzeit in unserem Labor VE-
Cadherin defiziente Endotheliom-Zell-Linien hergestellt, die mit VE-Cadherinwt und VE-
CadherinY685F retransfiziert und in Proliferationsexperimenten analysiert werden. Parallel 
dazu wird der Einfluss der Inhibition der endogenen CSK-Expression (mit Hilfe der siR-
NA) auf die Proliferation von HUVEC-Zellen untersucht. In derselben Zell-Linie soll 
demnächst zusätzlich geklärt werden, welchen Einfluss die Zelldichte und die Aktivierung 
des VEGF-R2 auf die Assoziation zwischen VE-Cadherin und CSK nimmt. 
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7 Anhang 
 
7.1 Abkürzungsverzeichnis 
3-AT:   3-Aminotriazol 
A:  Ampere 
APS:   Ammoniumpersulfat 
AS:  Aminosäure 
bp:  Basenpaare 
BPB:  Bromphenolblau 
BSA:   Rinderserumalbumin 
cDNA: Complementary DNA 
cfu:  Colony forming unit 
CHO:  Chinese hamster ovary 
CSK:  C-terminal-Src-Kinase 
D:  Dalton 
DEPC:  Diethylphosphorylcyanide 
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA:  Desoxyribonukleinsäure 
dNTP:  Desoxynukleotidtriphosphat 
DTT:  Dithiothreitol 
ECGF:  Endothelial cell growth supplement 
EDTA: Ethylendiamintetraacetat 
EGF:  Epidermal growth factor 
et al.:  Et alii 
FCS:  Fötales Rinder Serum (fetal calf serum) 
FGF:  Fibroblast growth factor 
g:  Gramm 
x g:  Vielfaches der Erdbeschleunigung 
GFP:  Green fluorescent protein 
GST:  Glutathion-S-Transferase 
h:  Stunden 
HEPES:  N-[2-Hydroxyethyl]-piperazin-N'-[2-Ethansulfonsäure] 
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HRP:   Horseradish peroxidase 
HUVEC: Human umbilical vein endothelial cell 
IgG:  Immunglobulin 
IP:  Immunopräzipitation 
IPTG:  Isopropyl ß-D-Thiogalactopyranosid 
ITIM-Motiv: „Immunoreceptor tyrsosine-based“-Motiv 
kb:  Kilobasen 
kD:  Kilodalton 
l:  Liter 
M:  Molar 
MDCK: Madine Darby Canine Kidney 
MEM:  minimal essential medium 
MPCD: Membrane proximale conserved domain 
mRNA: Messenger RNA 
N-:  Amino 
ODx:  Optische Dichte bei Wellenlänge x nm 
ORF:  Open reading frame 
p.A.:  per Analyse 
PBS:  Phosphate buffered saline 
PCR:  Polymerase chain reaction 
PDGF-BB: Platelet derived growth factor BB 
PE:  R-Phycoerythrin 
PEG:  Polyethylenglycol 
PMSF:  Phenylmethylsulfonylfluorid 
PV:  Pervanadat 
rATP:  Ribosyl-Adenosintriphosphat 
RNA:  Ribonukleinsäure 
rpm:  Umdrehungen pro Minute 
RPTP:  Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatase 
RT:  Raumtemperatur 
RTK:  Rezeptor-Tyrosin-Kinase 
PTP:  Protein-Tyrosin-Phosphatase 
PTP-HSCF: Protein tyrosine phosphatase HSCF 
RT-PCR: Reverse transcriptase polymerase chain reaction 
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s.:  siehe 
SAP:  Shrimp alkaline phosphatase 
SD:  Synthetic dropout 
SDS:   Sodiumdodecylsulfate 
SDS-PAGE: Sodiumdodecylsulfat-polyacrylamide-gelelektrophorese 
TE:  TRIS/EDTA-Puffer 
TEMED: N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 
TK:  Protein-Tyrosin-Kinase 
Trafo.:  Transformation 
TRIS:   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
UAS:  Upstream activation site 
UKM:  Universitätsklinikum Münster 
UV:  Ultraviolett 
V:  Volt 
VE-cadherin: Vascular endothelial cadherin 
VEGF: Vascular endothelium growth factor 
VEGF-R2: Vascular endothelium growth factor receptor 2 
VE-PTP: Vascular endothelial protein tyrosine phosphatase 
wt:  Wildtyp 
w/v:  Weight/volume 
X-Gal:  5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl ß-Galactopyranosid 
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